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RESUMO

DILDEY, Omari, D. F. Mestrado em Agronomia. Universidade Estadual do Oeste do Parana,
fevereiro de 2014. Interacdo Trichoderma-feijoeiro e seus efeitos na fisiologia e inducao
de resisténcia contra antracnose (Colletotrichum lindemuthianum). Orientador: Dr. Odair
José Kuhn. Coorientadore: Dr. José Renato Stangarlin.

Agentes indutores bidticos como Trichoderma spp. sdo alternativas de utilizacdo para a
indugéo de resisténcia ativando mecanismos de defesa das plantas. Este trabalho teve como
objetivo estudar a interacdo dos diferentes isolados de Trichoderma spp. em feijoeiro no
controle da antracnose, avaliando os efeitos na indugédo de resisténcia. Foram conduzidos 3
experimentos, sendo um in vitro e dois em condi¢bes de casa de vegetacdo. In vitro foi
avaliada a agressividade de 21 isolados de Trichoderma pelo método do confronto direto de
cultura contra o C. lindemuthianum. Em casa de vegetacédo o feijoeiro foi cultivado e tratado
com isolados de Trichoderma spp. (ensaio in vivo 1), os quais foram inoculados via
tratamento de semente em solo esterilizado. Um segundo ensaio foi conduzido o qual recebeu
inoculacdo dos 21 isolados inoculados via deposicdo de arroz colonizado no sulco e
pulverizacdo de exsudato via foliar dos mesmos isolados. Foram realizadas coletas de folhas e
raizes para determinacdo da atividade enzimatica antes da aplicacdo dos exsudatos, depois da
aplicacdo dos exsudatos e coleta apds a inoculacdo do patégeno. Foi realizada analise das
enzimas de defesa (peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), fenilalanina amdnia-liase
(FAL) e B-1,3-glucanase (B-GASE)). Para verificar a capacidade de colonizacdo endofitica
dos isolados, fragmentos de raizes do feijoeiro foram sanitizadas e dispostas em placas de
Petri contendo meio BDA. Foi avaliada também a taxa de assimilacédo liquida de CO,, teor de
clorofila e severidade de antracnose nas plantas de feijoeiro. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e comparados pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Os isolados TI2, T4,
TLB3, TLB12 (T. harzianum); T13, TM2 (T. virens); TLB6 (T. asperellum); TLB14, TLB17
(T. koningiopsis) foram considerados como muito eficientes e os isolados TI1, TM4, TLB9,
TLB15 (T. virens); TLB2, TLB4, TOD1, TOD3 (T. harzianum); TOD2A, TOD2B (T
longibrachiatum) foram considerado como eficientes no confronto direto contra C.
lindemuthianum. Os isolados de Trichoderma spp., TI2 e Tl4 (T. harzianum), TM4, TLB2,
TLB9, TLB15, TODL1 (T. virens); TLB17 (T. koningiopsis) colonizaram as raizes de feijoeiro,
conferindo a capacidade endofitica do microrganismo nas raizes do feijoeiro. Isolados de
Trichoderma interferem no metabolismo do feijoeiro, atuando endofiticamente. Os isolados
TI1, TM1, TLB15 (T. virens); TI2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (T. harzianum);
TLB6 (T. asperellum); TLB14, TLB17 (T. koningiopsis); TOD2B (T longibrachiatum)
suprimiram a atividade de B-1,3-glucanase no tecido foliar, sendo considerados supressores
para inducdo da defesa das plantas de feijoeiro. A atividade das enzimas de defesa na inducéo
de resisténcia de feijoeiro tratado com Trichoderma spp. para protecdo a C. lindemuthianum
ndo demonstraram grandes alteracdes. Os isolados ndo interferiram na taxa de assimilacéo
liquida de CO; e ndo alteraram o teor de clorofila. A incidéncia de severidade de antracnose
em plantas de feijoeiro, ndo apresentou diferenca significativa por meio do tratamento via
semente/solo e pulverizagdo dos exsudato via foliar na interagéo dos isolados de Trichoderma
spp. avaliados. Contudo o0 manejo com Trichoderma spp. ndo pode ser descartado e requer
maiores estudos nesse patossitema.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris L., enzimas de defesa, proteinas relacionadas a
patogénese, controle alternativo.
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ABSTRACT

DILDEY, Omari, D. F. Master’s degree in Agronomy. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, february 2014. Trichoderma-bean plant interaction and its effects on physiology
and induction of resistance against anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum).
Mentor: Dr. Odair José Kuhn. Joint Supervisor: Dr. José Renato Stangarlin.

Biotic inducing agents such as Trichoderma spp. are alternative uses for the resistance
induction by activating plants mechanisms of defense. This work aimed to study the
interaction of Trichoderma spp different isolates in bean plant on anthracnose control by
evaluating the effects on the induction of resistance. Three experiments were conduced, one in
vitro and two under greenhouse conditions. In vitro the aggressiveness of 21 Trichoderma
isolates was evaluated by the culture direct confrontation method against C. lindemuthianum.
In the greenhouse the bean plant was grown and treated with Trichoderma spp. (in vivo assay
1), which was inoculated via seed treatment in sterilized soil. A second assay was conducted
which received inoculation from the 21 isolates inoculated via colonized rice deposition in the
furrow and foliar spray of exudates of the same isolates. Leaves and roots collections for the
enzyme activity determination before the exudates application, after the exudates application
and collects after the inoculation were carried out. Analysis of defense enzymes (peroxidase
(POX), polyphenol oxidase (PPO), fenilalanina ammonia-lyase (PAL), and B-1,3-glucanase
(B-GASE)) was held. To check the endophytic colonization ability of the isolates, fragments
of bean plant’s roots were sanitized and placed in Petri dishes containing PDA media. The net
rate of CO;, assimilation, chlorophyll content and anthracnose’s severity on bean plants were
also evaluated. The data were subjected to variance analysis and compared by the Scott-Knott
test (p <0.05). The isolates T12, TI4, TLB3, TLB12 (T. harzianum); TI3, TM2 (T. virens);
TLB6 (T. asperellum); TLB14, TLB17 (T. koningiopsis) were considered as very efficient
and the isolates TI1, TM4, TLB9, TLB15 (T. virens); TLB2, TLB4, TOD1, TOD3 (T.
harzianum); TOD2A, TOD2B (T. longibrachiatum) were considered as efficient in direct
confrontation against C. lindemuthianum. The isolates of Trichoderma spp, TI2 and TI4 (T.
harzianum), TM4, TLB2, TLB9, TLB15, TOD1 (T. virens); TLB17 (T. koningiopsis)
colonized the bean plant's roots, giving the microorganism endophytic ability on bean plant’s
roots. Trichoderma isolates interfere with the bean plant metabolism, acting endophytically.
The isolates TI1, TM1, TLB15 (T. virens); TI2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (T.
harzianum); TLB6 (T. asperellum); TLB14, TLB17 (T. koningiopsis); TOD2B (T
longibrachiatum) suppressed the B-1,3-glucanase activity in the leaf tissue, being considered
as suppressors for the induction of defense on bean plants. The defense enzymes activity on
the resistance induction of the bean plant treated with Trichoderma spp. for protection against
C. lindemuthianum showed no major changes. The isolates did not affect the net rate of CO,
assimilation and did not change the chlorophyll content. The incidence of anthracnose's
severity on bean plants, showed no significant difference by treatment via seed/soil and foliar
spray of the exudates on the interaction of Trichoderma spp. evaluated. However the
management with Trichoderma spp. cannot be ruled out and requires further studies in this
pathossystem.

Keywords: Phaseolus wvulgaris L., defense enzymes, pathogenesis-related proteins,
alternative control.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) esta exposta a fatores que causam
reducdo da sua produtividade e qualidade final do grdo. O Brasil € o maior produtor mundial
de feijdo, com producgéo de 3,61 milhdes de toneladas na safra 2012/1013 (CONAB, 2013).
No entanto, varios sdo o0s problemas fitossanitarios, principalmente pela acdo dos
fitopatdgenos, que nesta cultura apresentam grande potencial destrutivo gerando enormes
prejuizos na producdo do pais, além de diminuir a qualidade fisiologica, nutricional e sanitaria
do produto (MAPA, 2014).

A antracnose é uma das principais doencas da cultura do feijoeiro, é causada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum o qual esta presente em todas as regides produtoras do
mundo. A doenca ocorre em cultivares suscetiveis em locais com temperaturas moderadas a
fria e alta umidade relativa do ar, podendo causar perdas de até 100% (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Os prejuizos podem ser amenizados pelo uso de fungicidas, contudo os efeitos
colaterais a0 meio ambiente e a salde humana, causados pelo uso de produtos quimicos
utilizados para o controle, motivam o desenvolvimento de novos meétodos alternativos de
controle de doencas. Agentes de controle biolégicos como Trichoderma sp. sdo alternativas
para utilizacdo de biocontrole, com finalidade de manter em baixos niveis, grupos de
microrganismos fitopatogénicos, seja por controle biolégico ou por inducdo de resisténcia
(MELLO et al. 2007; LOUZADA et al., 2009).

O Trichoderma é um fungo encontrado naturalmente em diferentes tipos de solos,
vivendo saprofiticamente e parasitando outros fungos, comportando-se como antagonista a
varios fitopatdgenos, sendo um dos fungos mais pesquisados na atualidade, uma vez que, sdo
capazes de atuarem como agentes de controle biolégico, como promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doenca em diferentes culturas (LOUZADA et al., 2009).

O controle biologico é considerado um dos mecanismos que podem ocorrer
simultaneamente durante todo o ciclo de vida do antagonista, cuja capacidade do mesmo pode
induzir a sintese de substancias com acdo antagbnica pela producdo de metabdlitos
secundarios que inibem ou estimulam o desenvolvimento de um microrganismo ou planta.

Também, pela indugdo de resisténcia, ativando os mecanismos de defesa das plantas,
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sinalizados por eliciadores produzidos por estes antagonistas (PAPAVIZAS, 1985; RIDOUT;
COLEY-SMITH; LYNCH, 1988).

A interacdo planta e fungo possuem relacBes endofiticas, estabelecendo acfes
simbioticas ainda ndo muito bem compreendidas, mas de grande importancia para as plantas
(AZEVEDO, 1998). Nas interac¢Oes, 0os microrganismos produzem ou induzem a producdo de
metabdlitos secundarios que podem conferir diversas vantagens, como a inducdo de
resisténcia pela ativacdo de mecanismos de defesa ausentes ou presentes em baixos niveis na
planta (HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
CRUZ, 2000).

Na agricultura, a realizacdo de pesquisas com utilizacdo de fungos do género
Trichoderma, como produtos indutores de resisténcia € uma alternativa que tem por objetivo o
controle de doencgas, estando associado ao manejo integrado da cultura a fim de reduzir os
impactos ambientais ocasionados pelos produtos quimicos.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo estudar a interacdo dos diferentes isolados
de Trichoderma spp. em feijoeiro no controle da antracnose, avaliando os efeitos na fisiologia
e inducdo de resisténcia através da atividade das enzimas de defesa como peroxidase,

polifenoloxidase, fenilalanina amdnia-liase e 3-1,3-glucanase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro é uma dicotiledonia originaria das Américas, pertencente a familia
Leguminosae da ordem Rosales, género Phaseolus, esse género possui cerca de 55 espécies,
cujo nome cientifico é Phaseolus vulgaris L.. E uma planta herbacea, que pode apresentar
habitos de crescimento determinado ou indeterminado, seu ciclo de vida anual varia de,
aproximadamente 60 a 120 dias, dependendo das condic¢des, época de plantio e da cultivar.
Com vagens retas ou ligeiramente curvas, achatadas ou arredondadas, com bico reto ou
curvar, em geral com 9 a 12 cm de comprimento e com 3 a 7 sementes (VIEIRA; VIEIRA;
VIEIRA, 2001; SANTOS e GOVILANES, 2006; GONCALVES, 2008).

Seu cultivo é bem adaptado em regides de areas que tenham outonos e primaveras
mais ou menos longos, suficientes para completar o seu ciclo, ndo se prestando aquelas onde o
verdo e o inverno sdo muito rigoroso. A temperatura média para a cultura varia de 10 a 25 °C
(ALMEIDA e CANECHIO FILHO, 1987). A alta temperatura superior a 30 °C, pode
ocasionar, dependendo da cultivar, diminui¢cdo da percentagem de flores e do numero de
sementes por vagem. Por outro lado as baixas temperaturas sdo desfavoraveis ao crescimento,
e as geadas podem causar enormes danos a cultura (VIEIRA; VIEIRA; VIEIRA, 2001).

O feijoeiro é uma das espécies mais cultivadas entre as leguminosas, servindo de
alimento para grande parte da populacdo mundial. O feijdo é de grande importancia
econdmica e social para a alimentacdo humana, por ser responsavel pelo suprimento de
grande parte das necessidades nutricionais, servindo de fonte basica e barata de nutrientes
para todas as classes sociais da populacdo (BOREM; CARNEIRO, 1998).

No Brasil o cultivo do feijdo é bastante difundido em todo o territério nacional, tendo
importancia principalmente no cultivo de pequenas propriedades. A producdo nacional se
concentra nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parang, Rio de
Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. Apesar disso, a producdo brasileira é
insuficiente para abastecer o mercado interno, necessitando importacdo destes produtos de
outros paises como América Latina e dos Estados Unidos (EMBRAPA, 2014).

Em todas as regides onde a cultura do feijoeiro é praticada, a mesma pode ser afetada
por inUmeros fatores, entre eles estdo, as doencgas (causada por virus, bactérias, fungos e

nematoides), acidez do solo, disponibilidade hidrica, condi¢do nutricional, ataque de insetos
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pragas. Esses sdo alguns fatores que afetam a reducgéo da produtividade da cultura do feijoeiro
(FAGERIA e STONE, 1999; SILVEIRA e STONE, 1998).

2.2 Antracnose — Colletotrichum lindemuthianum

A antracnose do feijoeiro é causada pelo fungo C. lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Lams. — Scrib., em sua fase anamorfica, produz micélio septado e ramificado, de coloracéo
hialina a quase negra, na medida de seu envelhecimento, os conidios sdo hialinos, unicelulares
oblongos a cilindricos com ambas extremidades arredondadas, ou uma delas pontiaguda, 0s
conididéforos apresentam-se envolvidos por uma massa gelatinosa de cor salmé&o, ocre ou rosa,
agregados em 30 a 50 conidioforos por acérvulo (SUTTON, 1992; MEDEIROS, 2004).

A antracnose é uma das principais doencas foliares fangicas causadora de grandes
prejuizos na cultura do feijoeiro, em condicGes de temperaturas entre 13 a 27 °C e umidade
relativa superior a 92%. E transmitido principalmente pelas sementes e possui grande
capacidade de sobrevivéncia em restos culturais infectados, favorecendo o inicio de epidemias
(SUTTON, 1992; BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Segundo Rava, Purchio e Sartorato (1994), no Brasil, a antracnose é capaz de limitar
significativamente a producdo de feijdo, principalmente nas regides serranas de estados das
regides Sul e Sudeste, onde as condicGes sdo favoraveis ao seu desenvolvimento. Diminuindo
o rendimento da cultura, depreciando a qualidade do produto por ocasionar manchas no gréo,
tornando-o improprio para 0 consumo.

O patégeno C. lindemuthianum pode desenvolver sintomas em todos os 6rgdos da
parte aérea da planta. A infeccdo pela semente pode apresentar lesdes levemente deprimidas,
de cor marrom com bordas escuras, observado facilmente em sementes de tegumento claros.
Nas vagens sdo encontradas lesbes com caracteristicas arredondadas, deprimidas e de cores
escuras, em condi¢cfes de elevada umidade relativa do ar, desenvolve uma massa rdsea de
esporos (ZAUMEYER; THOMAS, 1957). Nas nervuras das folhas, no caule e peciolo,
apresentam-se como manchas necroticas, de cor marrom escura e com bordas avermelhadas.
A grande variabilidade da espécie C. lindemuthianum e o fato de haver varias espécies de
leguminosas hospedeiras possibilita emergir varios patossistemas que apresentam certa
resisténcia em relagdo as intervengdes do seu controle (MEDEIRQOS, 2004).

O uso de variedades resistentes € uma alternativa importante que contribui para reduzir

os danos causados pelo patdgeno. No entanto, a grande variabilidade patogénica apresentada
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pelo C. lindemuthianum dificulta a obtencdo de variedades com resisténcia duraveis
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). Porém, algumas alternativas na
agricultura como o controle alternativo e o controle bioldgico sdo promissores para manejo de
fitopatdgenos em diversas culturas.

Medidas complementares como, tratamento de semente com fungicida, remogéo dos
restos culturais e rotacdo de culturas utilizando espécies ndo hospedeiras como, a cultura do
milho e a utilizacdo de incorporacdo de agentes de controle bioldgico, podem apresentar

resultados promissores no controle da antracnose do feijao (RAVA et al., 1993).

2.3  Controle bioldgico

Diversos autores definem varios conceitos de controle biolégico de doencgas e plantas.
Entre inimeras defini¢des, pode-se relatar que o controle bioldgico é a reducao da densidade
de inéculo ou das atividades determinantes da doenga provocada por um patdgeno, nos seus
estados de atividade ou de dorméncia, através de um ou mais organismos, realizado
naturalmente ou pela introducdo e manipulacdo do ambiente (BETTIOL; GHINI, 1995;
BAKER; COOK, 1974; MARIANO, 2000).

Os mecanismos de controle bioldgico podem ocorrer simultaneamente durante todo o
processo de vida do antagonista. A capacidade para produzir substancias e seu efeito pode
variar entre diferentes espécies e até mesmo entre isolados da mesma espécie (PAPAVIZAS,
1985; RIDOUT; COLEY-SMITH; LYNCH, 1988). Os principios dos mecanismos do
controle baseiam-se na relagdo antagonica como: amensalismo, predacdo, parasitismo,
resisténcia induzida ou pela producdo de metabdlitos que inibem o desenvolvimento do outro.
Entre eles, o parasitismo parece ser o mecanismo mais eficiente de antagonismo, pois
dependem dos seus hospedeiros para sobrevivéncia (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS;
AUER, 2000).

A identificacdo de espécies antagdnicas a determinados patdgenos e suas aplicaces
em estudos in vitro e in situ levam ao entendimento dos processos pelo qual o biocontrole se
aplica (VASCONCELOS, 2011). Ao contrario do controle quimico o biocontrole ndo erradica
completamente o patdgeno de forma imediata, mas sua otimizagao esta direcionada a fatores
preventivos ligados ao manejo integrado de doencas (BERNARDES, 2006).

De acordo com Bettiol e Ghini (1995), o controle biol6égico esta diretamente

influenciado pelo equilibrio ambiental, com objetivo de criar um ambiente favoravel ao
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antagonista, interagindo em todo o sistema biolégico. Esses métodos visam manter um
equilibrio no agroecossistema, de modo que a planta, na presenca do patégeno, ndo sofra
donos significativos, em funcéo da acdo controladora dos antagonistas (BIZI et al., 2005).

Desta forma, a capacidade de atuar em diferentes plantas hospedeiras e um amplo
espectro de acdo, contra diferentes patdgenos, € uma das caracteristicas ideais na busca de
novas alternativas de microrganismos com potencial antagénicos para o biocontrole
(BETTIOL, 1991).

2.4 Trichoderma sp. — aspectos gerais

Trichoderma sp. sdo fungos encontrados naturalmente em quase todos os tipos de
solo, principalmente os organicos, vivendo saprofiticamente ou parasitando outros fungos,
estando entre os fungos mais pesquisados na atualidade como agente de biocontrole, sendo
antagonista a varios fitopatégenos em diferentes culturas (ETHUR, 2006; SANTOS, 2008).

Pertence a classe Ascomycota, que produz abundantes conidios, a partir de células
conidiogénicas, originando estruturas denominadas conidiéforos, emergindo diretamente das
hifas. Em seu estado telemorfico, quando conhecido, pertence a’>’ ordem Hypocreales
(MELO; AZEVEDO, 1998; POLETTO, 2010).

A principal caracteristica morfologica deste fungo é a presenca de micélios,
inicialmente de coloracao branca e crescimento rapido. A medida que se desenvolve, torna-se
cotonoso e esverdeado. A coloracdo da coldnia exibe varios tons de verde, podendo ser
influenciado pelo meio de cultivo (SANTIN, 2008; TEDESCO, 2009).

Em meio de cultura, as colbnias de Trichoderma crescem rapidamente, apresentando
inicialmente, uma superficie lisa e quase transltcida de coloracdo esbranquicada, tornando-se
flocosas ou compactas com coloracdo esverdeada a medida que envelhecem (MELO, 1991).

Vaérias espécies do Trichoderma sp. sdo consideradas eficientes antagonistas contra
inimeros fungos fitopatogénicos (BERNARDES; SILVEIRA; MESQUITA, 2010). A acédo
do Trichoderma sp. ocorre por meio da associacdo ou ndo dos mecanismos de parasitismo,
antibiose e competicdo. Essa interacdo se inicia com a colonizacgdo da superficie externa das
raizes, e pode ser restrita ou ocorrer por todo o rizoplano, seguida da producédo de celulases e
da invasdo da primeira ou da segunda camada de células da epiderme pelas hifas (AHMAD;
BAKER, 1987; KERSHAM; TALBOT, 1998).
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De acordo com Melo e Azevedo (1998), fungos deste género sdo micoparasitas
necrotréficos. Tem demostrado melhor potencial antagonista na atuagdo em patégenos de solo
menos especializados, como Pythium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Sclerotium sp.,
Sclerotinia sclerotiorum entre outros, pois, como é um organismo de solo, suas caracteristicas
sdo melhores expressas neste ambiente (ETHUR, 2006).

Os fungos desse género sdo de grande importancia econdémica para a agricultura, uma
vez que sdo capazes de atuar como agentes de controle de doencas de varias plantas
cultivadas, promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas a doenca
(LOUZADA et al., 2009).

2.5 Interacdes planta — fungo

As interacOes entre plantas e microrganismos sdo de extremo interesse para a
agricultura, uma vez que uma parte da economia mundial tem por base a utilizacdo de
espéecies vegetais (BARBIERI; CARVALHO, 2001). Grande parte dos fungos, como 0s
enddfitos, estabelece relagbes simbidticas com plantas. Microrganismos endofiticos sdo
aqueles que vivem parte ou todo o seu ciclo de vida no interior de 6rgdos ou tecidos de
plantas, sem lhe causar qualquer dano aparente aos seus hospedeiros (AZEVEDO, 1998;
STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000).

Uma boa parcela dos microrganismos, principalmente bactérias e fungos, habitam o
interior das plantas, colonizando os tecidos sadios de partes aéreas e radiculares da planta, em
algum tempo do seu ciclo de vida (SOUZA et al., 2004).

Os microrganismos endofiticos foram relatados pela primeira vez no inicio do século
XIX, mas foi Bary (1886) quem primeiro mencionou a diferenca entre os endofiticos e 0s
microrganismos patdgenos de plantas. Os microrganismos endofiticos estdo constantemente
sendo descritos na literatura, atestando ser de grande diversidade ainda ndo explorada
(AZEVEDO, 1999).

As interacdes enddfito/planta, ainda ndo sdo muito bem compreendidas, mas podem
ser simbioticas, neutras ou antagbnicas. Nas interagdes simbioticas os microrganismos podem
produzir ou induzir a producao de antibidticos a partir de metabolitos primarios e secundarios,
podendo conferir diversas vantagens a planta tais como: 0 aumento da tolerancia a estresses
abioticos, a diminuicdo do ataque de insetos e o controle de microrganismos que causam
doengas entre outras (PEREIRA, 1993; ARAUJO, 1996; RODRIGUES; DIAS FILHO, 1996).
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Na literatura encontram-se algumas referéncias de estudos envolvendo
microrganismos endofiticos isolados de plantas medicinais. Desta forma, justifica-se o
interesse em elucidar aspectos da biologia destes microrganismos, para compreender melhor a
sua relacdo com a planta hospedeira e seu papel na producéo de novos compostos (PILEGGI,
2006).

2.6 Inducao de resisténcia

A expressdo inducdo de resisténcia pode ser designada como protecdo local, isto é, a
inducdo de resisténcia apenas nos tecidos tratados com o agente indutor, mas também pode
indicar resisténcia sisttmica, que se manifesta em outro local diferente daquele onde foi
aplicado o indutor (MORAES, 1992). Isso pode ocorrer através da ativacdo de genes que
codificam diversas respostas e mecanismos de resisténcia induzida, aumentando o nivel de
resisténcia por meio da utilizacdo de mecanismos de resisténcia, tais como as proteinas
relacionadas a patogénese (p3-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases), que sdo capazes de
degradar a parede celular de fungos e bactérias patogénicos (SILVA et al., 2001; OSSWALD
et al.,, 2004), aumento na atividade de enzimas oxidativas e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolinas (PASCHOLATI, 2011), e enzimas envolvidas na rota de sintese de
fitoalexinas e acumulo de lignina nos tecidos localizados préximos a penetragdo do patdgeno,
além de polifenoloxidases e peroxidases (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

A inducdo de resisténcia € um processo onde a resisténcia das plantas contra
fitopatdgenos € induzida pela ativacdo de mecanismos de defesa latente existentes em
resposta ao tratamento de agentes indutores classificados quanto sua origem bidtica, tal como
enzimas microbianas, microrganismos vidveis ou inativados e material de parede de fungo e
células vegetais ou abidtica como é&cido aminobutirico (COHEN, 1996), acido 2,6
dicloroisonicotinico (HIJWWEGWN; VERHAAR; ZADOKS, 1996) e acibenzolar-S-metil
(ASM) (RESENDE; SALGADO; CAMPOS, 2001), além de metais pesados, luz ultravioleta,
acido salicilico, fosfitos e silicatos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005). O agente
indutor é capaz de ativar ou induzir mecanismos de defesa nas plantas, sendo chamados de
eliciador, a qual é uma molécula presente responsavel pela ativacdo desses mecanismos
(SMITH, 1996; BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

A resisténcia induzida na protecdo das plantas contra fitopatdgenos exibe diversas

vantagens, entre elas, a efetividade contra virus, bactérias, fungos, nematdides e insetos;
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estabilidade devido & acdo de diferentes mecanismos de resisténcia; carater sistémico,
persistente e natural de protecdo; transmissdo por enxertia; e presenca do potencial genético
para resisténcia nas plantas suscetiveis. A protecdo induzida esta ligada através do intervalo
de tempo entre o tratamento com o eliciador e a inoculagdo do patdgeno, envolvendo a sintese
e/ou acumulo de substancias especificas no metabolismo da planta, que sdo importantes no
processo da resisténcia induzida (PASCHOLAT]I, 2003).

Entre inumeros indutores bidticos utilizados atualmente, o fungo antagonista
Trichoderma sp. vem sendo largamente utilizado como eliciador eficaz no controle de fungo
fitopatogénicos em diversas culturas. Véarias espécies desse fungo tém sido utilizadas tanto
para controle de patogenos radiculares, como, Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Armillaria
spp., e como da parte aérea, como, Venturia spp., Botrytis spp., etc. (GRIGOLETTI JUNIOR;
SANTOS; AUER, 2011).

2.7  Mecanismos de inducdo de resisténcia

A resisténcia de um hospedeiro a uma doenca segundo Agrios (2005) pode ser
definida sob o aspecto fisiol6gico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada
e/ou subsequente atividade de um patégeno nos tecidos da mesma.

Os mecanismos de resisténcia das plantas sdo divididos em duas categorias, pré-
formados (passivos ou constitutivos) e pés-formados (ativos ou induziveis). Os pré-formados
incluem aqueles ja presentes nas plantas antes do contato com os patégenos. No caso dos pos-
formados, que se mostram ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infec¢éo,
produzidos ou ativados em resposta a presenca dos patdgenos (PASCHOLATI, 2011). Os
mecanismos estruturais sao constituem-se como barreiras fisicas, impedindo a penetracdo e/ou
colonizacdo dos tecidos pelo patdgeno. Enquanto que as reacdes bioquimicas englobam
substancias toxicas capazes de inibir o desenvolvimento do patdgeno no hospedeiro, gerando
condigdes adversas para 0 crescimento e sobrevivéncia do mesmo no interior da planta
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Segundo Pascholati (2011),
esses mecanismos compreendem, por exemplo:

e Pré-formados (passivos ou constitutivos):

- Estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos e fibras/vasos condutores.
- Bioquimicos: fendis, alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos sulfurados,

glicosideos cianogénicos, fototoxinas e inibidores protéicos/peotidios.
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e Pos-formados (ativos ou induziveis):

- Estruturais: papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, tiloses e
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina.
Bioquimicos: fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese e espécies
ativas de oxigénio.

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatogenos sdo desencadeados por
estimulos quimicos ou fisicos provenientes da acdo de fitopatdgenos os quais funcionam
como sinal ou desencadeador da producdo de um sinal inicial, o qual promove alteragoes
metabolicas que estdo correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas chaves, como
fenilalanina amonia-liase, no metabolismo secundario, bem como enzimas relacionadas a
producdo de compostos de defesa como as peroxidases e enzimas relacionadas diretamente
na atividade de lise de compostos ou estruturas do patégeno, como as [-1,3-glucanases e
quitinases (CAVALCANTI et al., 2005).

Essa resisténcia é relatada em diversas espécies, apresentando defesa contra varios
microrganismos, necessitando de um tempo apds o tratamento indutor para que 0 mesmo se
estabeleca e para que seja mantido por um longo periodo (METRAUX, 2001).

As proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) sdo responsaveis pela resposta
de defesa vegetal a fitopatdgenos, ocorrendo grandes mudancas quantitativas nos teores de
proteina soltvel (STINTIZI et al., 1993). Pode-se dizer que essas proteinas sdo induziveis no
hospedeiro constituindo de resposta a infeccdo por um patégeno ou um composto abioticos, e
podem estar correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao patégeno
(LINTHORST, 1991).

Outro mecanismo de resisténcia é a reacdo de hipersensibilidade, que consiste na
formacdo de barreiras quimicas alocadas no ponto de penetracdo, sendo um dos mais
eficientes mecanismos de defesa de planta contra patdgeno, neste processo sdo sintetizadas
espécies reativas de oxigénio e fitoalexinas, as quais impedem o desenvolvimento de
atividade bioldgica, matando ndo somente o patdgeno como a propria célula vegetal
(STINTIZI et al., 1993).

2.7.1 Peroxidases (EC 1.11.1.7)

A enzima peroxidase (POX) e suas isoformas participam de varios processos

fisioldgicos de grande importancia, pela sua participacdo na hipersensibilidade, suberizacéo,
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metabolismo de parede celular e producdo de fitoalexinas, catalisando a oxidacdo e eventual
polimerizacdo de alcool hidroxicinamico em presenca de peroxido de hidrogénio originando
lignina, importante mecanismo fisico de defesa vegetal (GASPAR et at., 1982; KUHN, 2007).

A POX esta envolvida em diversas reacOes, entre elas, ligacdes de polissacarideos,
ligagbes de mondmeros, lignificacdo, oxidacdo de &cido indol-3-acético, oxidagdo de fendis,
cicatrizacdo de ferimentos, defesa contra patdgenos e regulacao da elongacdo de células entre
outras (GASPAR et al., 1982; KAO, 2003). A reacdo classica desta enzima é a oxidagédo
desidrogenativa do guaiacol (o-metoxi-fenol) (HIRAGA et al., 2001). Além disso, as POX
tém sido relacionadas & uma variedade de processos envolvidos na defesa, cujo interesse
maior envolve o papel que elas desempenham no bloqueio de um patégeno (NICHOLSON e
HAMMERSCHMIDT, 1992).

Mudancas na atividade das POX tém sido frequentemente correlacionadas a resposta
de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas (BONATTI et al., 1994). Com
relagdo a biossintese de lignina, um polimero complexo formando principalmente de unidade
de fenilpropandides, cujo radicais se polimerizam formando lignina, juntamente com celulose
e outros polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas, funcionando como uma
barreira fisica a penetracdo do patdgeno. A lignificacdo pode impedir o desenvolvimento do
patdgeno nos tecidos vegetais, estabelecendo barreiras mecénicas ao crescimento do
patdégeno, modificacdo da parede celular tornando-a mais resistente ao ataque de enzimas
hidroliticas, aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas produzidas pelo
patdgeno, impedindo que nutrientes do hospedeiro sejam utilizados pelo invasor
(PASCHOLATI, 2011).

2.7.2 Polifenoloxidases (EC 1.14.18.1)

As enzimas polifenoloxidase (PFO) agrupa um conjunto de enzimas responsaveis pela
catélise da reacdo de oxidacdo de polifendis (o-difendis) transformando-os em quinonas (o-
quinonas) constituindo uma atividade de difenolase. Para algumas plantas, essas enzimas
podem também catalizar a o-hidroxilagdo de monofendis, constituindo atividade de
monofenolase (MAYER e HAREL, 1979). Sdo também referidas na literatura como fenol
oxidases, catecolases, fenolases, catecol oxidases ou tirosinases (OKOT-KOTBER et al.,
2002).
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A PFO geralmente é abundante em tecidos infectados e tem grande importancia para
as plantas, com envolvimento nos mecanismos de defesa ou na senescéncia. A importancia da
atividade das PFO na resisténcia a doencas, provavelmente, a sua propriedade em oxidar
compostos fenolicos para quinonas, 0s quais sd0 muito mais toXxicos aos microrganismos do
que o fenol original. Por esta razdo, o aumento na atividade das PFO resulta em altas
concentragOes de produtos toxicos de oxidacdo, portanto, maior nivel de resisténcia a infeccao
(AGRIOS, 2005).

As PFO e POX lideram a degradacdo oxidativa de compostos fenolicos proximos ao
local da descompartimentaliza¢do celular provocada por patégenos. A PFO estd diretamente
envolvida no processo de escurecimento em alimentos, principalmente em frutas e hortalicas,

durante o processamento e armazenamento (CARNEIRO, 2003).

2.7.3 Fenilalanina amoénia-liase (EC 4.3.1.5)

A fenilalanina aménia-liase (FAL) é a enzima chave do metabolismo dos
fenilpropandides na grande maioria das plantas e tem sido indicada por seu importante papel
no controle de acimulos fendlicos em resposta a infec¢cdes (STRACK, 1997). A fenilalanina
amonia-liase € uma enzima que estd situada em um ponto de ramificacdo entre o0s
metabolismos primario e secundario, de forma que a reacdo que a mesma cataliza € uma etapa
reguladora importante na formacao de muitos compostos fendlicos (TAIZ e ZEIGER, 2009).

A FAL é responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina, transformando-a em &cido
trans-cindmico e aménia. O acido trans-cindmico pode ser incorporado em diferentes
compostos fendlicos (acido 4-coumarico, acido caféico, &cido ferulico e &cido sinépico), 0s
quais estdo presentes na formacdo de ésteres (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008).

E em meio ao fendmeno da inducdo de resisténcia, a FAL é uma das enzimas
largamente estudada por fisiologistas por causa da sua importancia chave no metabolismo
secundario das plantas (KUHN, 2007).

2.7.4 pB-1,3 glucanases (E C 3.2.1.39)

As B-1,3 glucanases (B-GASE) atuam na agao catalitica da hidrélise do polimero de 3-

1,3-glucana. Em plantas essa acdo se torna importante, pois durante a invasao fangica, ataca
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diretamente a estruturas da parede celular do patégeno degradando B-1,3-glucana, principal
componente estrutural dos fungos (PANG et al., 2004).

A acdo da B-GASE produz mondmeros com massa molecular entre 25 a 35 kDa e que
produzem oligbmeros com dois a seis unidades de glicose a partir do substrato laminarina,
uma f-1,3-glucana (CAVALCANTI et al., 2005). Exibem formas basicas, que ocorrem
normalmente intracelularmente (nos vacuolos), e &cidas, que ocorrem extracelularmente, e
possuem acdo imediata na defesa das plantas, pela acéo direta nas hifas invasoras (MARTINS
etal., 2008).

O acumulo e a sintese de B-GASE e quitinase sdo enzimas liticas que hidrolisam a
quitina. Essas hidrolases s&o encontradas normalmente em tecidos vegetais e Séo
principalmente envolvidas na defesa das plantas contra os fungos, uma vez que sao
constituintes da parede celular fungica. A atividade destas enzimas pode ser desencadeada em
resposta a infec¢do de patdgeno, metabdlitos provenientes de microrganismos ou substancias
quimicas que agem como indutores de resisténcia (PASCHOLATI, 2011).

Juntamente com quitinase, as B-GASE representam hidrolases antifingicas, as quais
atuam sinergisticamente para inibir o crescimento fangicos. Além disso, B-GASE liberam
fragmentos glicosidicos, tanto do patdgeno, quanto da propria parede celular da planta, os
quais podem atuar como eliciadores de defesas do hospedeiro (CUTT; KLESSIG, 1992).

2.8  Trocas gasosas

O crescimento das plantas esta condicionado primordialmente a obtengdo de energia
proveniente da radiacdo solar, através da interceptacdo e utilizacdo no processo de
fotossintese. A fotossintese liquida do dossel reflete na producéo de biomassa, a qual pode ser
influenciada por diversos fatores como luz, temperatura, umidade, fertilidade do solo e pelo
manejo de cultura adotado, sendo, portanto, importantes condicionadores da arquitetura do
dossel (LOPES et al., 2013).

As determinacdes de variaveis ecofisioldgicas sdo muito importantes, ndo somente na
compreensdo do comportamento vegetativo das plantas, mas no seu desempenho pontual em
relacdo as respostas aos tratamentos impostos (NOGUEIRA; SILVA-JUNIOR, 2001).

De acordo com Floss (2004), cerca de 90% da producéo bioldgica das plantas ocorre
em resposta a atividade fotossintética. Assim, a verificagdo das trocas gasosas constitui-se

uma importante ferramenta na determinacdo de adaptacdo e estabilidade de plantas a
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determinadas condicdes, isto porque a reducdo no crescimento das plantas ou o seu aumento
pode estar relacionada a reducdo ou aumento na atividade fotossintética (consequente a
reducdo ou incremento na produtividade), limitada ou promovida por fatores bidticos ou
abiodticos no ambiente de cultivo (PEIXOTO; MATTA; CAMBRAIA, 2002; PAIVA et al.,
2005).

Desta forma, a quantificacdo das trocas gasosas realizadas nas folhas compreendendo
assimilacdo liquida de CO,, concentracdo interna de CO, na camara subestomatica,
transpiracdo, condutancia estomatica, eficiéncia do uso de agua entre outros esta intimamente
relacionada ao estado hidrico do vegetal, bem como seu desenvolvimento (NOGUEIRA et al.,
2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados de Trichoderma

3.1.1 Obtencéo dos isolados

Foram utilizados 21 isolados de Trichoderma spp., sendo 4 (TOD1, TOD2A, TOD2B,
TOD3) isolados de solo e 17 isolados (TI1, TI2, TI3, Tl4, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB2,
TLB3, TLB4, TLB6, TLB9, TLB12, TLB14, TLB15, TLB17), provenientes da cole¢do do
Laboratdério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste),
campus de Marechal Candido Rondon, PR. Foram isolados de solos de mata nativa de
propriedades agricolas em sistema de producdo organico do oeste Paranaense e do oeste do

Rio Grande do Sul, e solos de Santa Rosa de Monday, Paraguai (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo, espécie e origem dos isolados utilizados nos experimentos.

Isolado Espécie Origem

TI1 Trichoderma virens Itaqui - RS

TI2 Trichoderma harzianum Itaqui - RS

TI3 Trichoderma virens Itaqui - RS

TI4 Trichoderma harzianum Itaqui - RS

TM1 Trichoderma virens Macambara - RS

TM2 Trichoderma virens Macambaréa - RS

TM3 Trichoderma virens Macambaréa - RS

TM4 Trichoderma virens Macambara - RS

TLB2 Trichoderma harzianum Marechal Candido Rondon - PR
TLB3 Trichoderma harzianum Marechal Candido Rondon - PR
TLB4 Trichoderma harzianum Cascavel - PR

TLB6 Trichoderma asperellum Missal - PR

TLB9 Trichoderma virens Céu Azul - PR

TLB12 Trichoderma harzianum Entre Rios do Oeste - PR
TLB14 Trichoderma koningiopsis Santa Helena - PR
TLB15 Trichoderma virens Missal - PR

TLB17 Trichoderma koningiopsis Medianeira - PR
TOD1 Trichoderma harzianum Santa Rosa Del Monday - PY
TOD2A Trichoderma longibrachiatum Santa Rosa Del Monday - PY
TOD2B Trichoderma longibrachiatum Santa Rosa Del Monday - PY
TOD3 Trichoderma harzianum Santa Rosa Del Monday - PY
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Ap0s a coleta dos solos, os fungos Trichoderma spp. foram isolados pelo método de
isca, inserindo-se 0s mesmos no solo esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum por um periodo
de 20 dias. Posteriormente, procedeu-se 0 método de isolamento direto (ETHUR et al., 2005).

Todos os isolados foram identificados em nivel de género de acordo com as
caracteristicas citadas por Melo (1996) e para identificacdo em nivel de espécie os isolados
foram encaminhados para o Instituto Biologico de S&o Paulo.

3.1.2 Obtencéo do inéculo

3.1.2.1 Conidios em suspensdo

Para induzir o fungo Trichoderma spp. a esporulacdo, discos de batata-dextrose-agar
(BDA) contendo micélio e conidios dos isolados de Trichoderma spp., foram transferidos
para erlenmeyer contendo arroz (20 g de arroz para 25 mL de agua e autoclavado por 20 min
a 120 °C), em seguida, mantidos em BOD por 7 dias a 25 = 2 °C em escuro (SILVA et al.,
2011).

Apos sete dias, 50 mL de agua destilada autoclavada foi adicionada para realizar a
lavagem do arroz, posteriormente, o conteudo foi filtrado em béquer com auxilio de gaze para
reter estruturas como micélio e restos de arroz, mantendo apenas suspensdo de conidios dos
isolados de Trichoderma spp.. A concentracdo de esporos foi ajustada para 1x10® conidios

mL com camara de Neubauer e com a adi¢do de 1 mL de solucdo Tween a 0,02%.

3.1.2.2 Graos de arroz colonizados

Para induzir o fungo Trichoderma spp. a esporulacao, discos de batata-dextrose-agar
(BDA) contendo micélio e conidios dos isolados de Trichoderma spp., foram transferidos
para erlenmeyer contendo arroz (20 g de arroz para 25 mL de &gua e autoclavado por 20 min
a 120 °C), em seguida, mantidos em BOD por 7 dias a 25 = 2 °C em escuro (SILVA et al.,
2011).
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3.1.2.3 Obtencédo dos metabolitos secundarios de Trichoderma

Os metabolitos secundarios produzidos pelo Trichoderma spp. podem ser chamados
de exsudatos. Os exsudatos foram produzidos em 200 mL de meio de cultura liquido BD
(batata-dextrose), conforme descrito por Mello et al. (2007). Dois discos de meio BDA (5 mm
de didmetro) contendo micélio com esporos e hifas de Trichoderma spp. foram adicionados
em Erlenmeyer (500 mL), em seguida, transferidos em agitador orbital constantemente a 180
rpm em temperatura de 25 °C, em fotoperiodo de 12 horas.

Apo6s 12 dias de cultivo em agitacdo, as culturas foram filtradas em gaze, em seguida
papel de filtro qualitativo Whatman n® 1: 11 um, com auxilio de bomba a vacuo, para retirada
de hifas e esporos da solucdo. A parte liquida da filtracdo contendo exsudatos foi congelada -
20 °C.

3.2  Obtencdo do indculo de Colletotrichum lindemuthianum

O patogeno foi cedido pela EMBRAPA- CNPAF, Arroz e feijdo, Santo Antdnio de
Goias, GO. O fungo C. lindemuthianum raga 91 (Cl 1247-91, CNPAF- Embrapa), foi
multiplicado e cultivado em meio &gar-vagem para crescimento e esporulacdo, mantidos em
temperatura de 20 °C, fotoperiodo de 12 horas (RAVA e SARTORATO, 1994).

3.3 Ensaio in vitro

3.3.1 Crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum confrontado com isolados de

Trichoderma

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia, pertencente a Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), campus de Marechal Candido Rondon, PR.

Para o confronto direto foi utilizado o teste de pareamento de cultura. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo disposto por 22 tratamentos, com
trés repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por 21 isolados de Trichoderma spp.
(antagonista confrontados com o patdgeno) e um controle (somente o patogeno), distribuidos

em 66 parcelas experimentais (placas de Petri).
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Para isso, 0s discos de meio BDA (10 mm de diametro) contendo micélio do
fitopatogenos C. lindemuthianum foram retirados de col6nias com quatro dias de cultivo e
depositados a uma distancia de 0,5 cm da borda da placa de Petri, contendo cerca de 20 mL de
meio BDA. Como testemunhas, foram utilizadas placas inoculadas unicamente com C.
lindemuthianum.

O meio de cultura BDA foi ajustado pH 7,0. As placas foram incubadas por 48 horas
em camara escura, a 25 °C, fotoperiodo de 12 horas. Esse procedimento foi realizado para
permitir a competitividade, uma vez que, o tempo de crescimento do patégeno € mais lento do
que o tempo de crescimento do antagonista.

Apos esse periodo, foi colocado um disco de meio BDA (10 mm de didmetro)
contendo micélio de Trichoderma spp. na extremidade oposta da placa de Petri (ETHUR,
2006). As placas foram incubadas em camara de crescimento escura, a uma temperatura de 25
°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Os dados foram coletados no sétimo dia de implantagdo do experimento, periodo em
que as placas da testemunha apresentavam-se totalmente colonizadas. As avaliacbes foram
quantificadas, de acordo com os critérios (Tabela 2) utilizando-se 0 modelo de notas proposto

por Rodrigues (2010), atribuindo notas que variam de um a sete.

Tabela 2. Escala utilizada para teste de pareamento de culturas proposto por Rodrigues
(2010).
Notas Escala de avaliacdo

1 Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco do patdgeno;
Antagonista cresce por toda a placa de Petri , porém ndo se sobrep8e o0 patdgeno;
Antagonista cresce sobre */, da placa de Petri;

Antagonista cresce sobre /5 da placa de Petri;

Antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa de Petri;

Patdgeno cresce sobre /5 da placa de Petri;

Patdgeno cresce por toda a placa de Petri;

~No obkhwiN

No momento da avaliacdo, quando as notas foram atribuidas, buscando uma melhor
uniformidade nas avaliagdes, foi utilizado um gabarito sob o fundo das placas, em que era

possivel visualizar as notas conforme o crescimento das colénias (Figura 1).
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Figura 1. Gabarito com a escala utilizada para atribuicdo das notas no teste de confrontagédo
direta de cultura. Fonte: Rodrigues (2010).

3.4 Ensaio in vivo 1

3.4.1 Trichoderma como indutor de resisténcia em plantas de feijoeiro

O experimento foi conduzido no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido
Prof. Dr. Mario César Lopes, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), Campus de Marechal Candido Rondon, PR, durante o0 més de outubro a novembro
de 2013.

3.4.1.1 Preparo do substrato de cultivo

As sementes de feijdo foram semeadas em vasos plasticos, contendo substrato
solo:areia:matéria orgénica na propor¢do de 3:2:1, mistura autoclavada por 25 minutos a
120°C repetindo-se a operagdo em 24 horas. O solo utilizado foi Latossolo Vermelho
Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2009), ndo sendo necessaria a adubacéo
complementar, conforme o resultado obtido na anélise do solo (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica do solo. Marechal Candido Rondon, abril/2013

Laudo de Andlise Quimica do Solo

MO P PHCaCl, H+Al AL* K" Ca®* Mg® SB CTC V

g dm™ mg dm™0,01mol I* cmol . dm3---------- %

Amostra 5,97 233,90 6,40 269 000 147 514 189 850 11,19 75,96

* Andlise realizada no Laboratério de Quimica Ambiental e Instrumental. Unioeste.

As sementes de feijdo foram tratadas com o Trichoderma spp. no momento da
semeadura, sendo aplicado 0,8 mL da suspensdo de esporos descritos no item 3.1.2.1, por
semente (BROETTO, 2013). Foram semeadas oito sementes de feijdo em vasos plasticos,
com capacidade de 3 litros, conforme descrito no item 3.4.1.1, com posterior desbaste,
deixando-se apenas duas plantas por vaso. A cultivar de feijao utilizado foi IAPAR 81 do
grupo carioca.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, sendo 22
tratamentos, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por 21 isolados de
Trichoderma spp. e o controle (sem inoculagdo de Trichoderma spp.), distribuidos em 88
parcelas experimentais (vasos).

As avaliacOes de trocas gasosas e parametros bioguimicos foram realizados 30 dias
apos a emergéncia das plantulas de feijoeiro. Apds a avaliacdo das trocas gasosas as amostras
de tecido foliar e de tecido radicular foram coletadas, pesadas (0,5 g) e acondicionadas em
envelopes de aluminio, congeladas e mantidas em freezer até 0 momento da extragcdo para
determinacdo da atividade das enzimas POX, PFO, FAL e B-GASE.

3.4.1.2 Avaliagdo das trocas gasosas

Foi determinado a taxas de assimilagdo liquida de CO, (A, pmol CO, m?s™), sendo
realizada no estagio final da conducdo do experimento, ap6s 30 dias da germinacdo, antes da
coleta de tecido foliar e radicular para a determinacéo das analises bioquimicas.

A respiracdo e fotossintese foram avaliadas por métodos nao destrutiveis, conforme
utilizado por Ribeiro; Machado e Oliveira (2003), sendo que a medida de CO, e o fluxo de
vapor d’agua foram obtidas em folhas maduras e completamente expandidas, com o auxilio
de um medidor portatil, sistema fechado, infravermelho de gas (IRGA), modelo LI1-6400, da

Li-Cor, Lincoln, NE, USA, na regido do quarto trifélio e totalmente expostas a radiagéo solar.
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A condicdo ambiental para o aparelho foi a mesma na qual as plantas cresceram. A
assimilacdo de CO, foi medida pela manhg, entre 8 e 10 horas, sendo armazenada quando o
coeficiente de variacdo do dado foi menor que 1%. A respiracdo foi medida pela noite, entre
21 e 23 horas com a fonte luminosa desligada sendo armazenado o valor de liberacdo de CO,

quando o coeficiente de variagdo foi menor que 1%.

3.4.1.3 Avaliacéo da colonizacdo endofitica das raizes de feijoeiro

Ap0s a coleta das amostras para as analises bioguimicas das raizes, uma porc¢édo de 10
cm de raiz de cada planta foi lavada e coletada para avaliar a capacidade dos isolados de
Trichoderma spp., quanto sua capacidade de colonizagdo endofitica, sendo realizado pelo
método de isolamento indireto. Fragmentos de 1,5 cm de raiz, foram desinfestados
superficialmente com alcool 70% (1 minuto), imersos em hipoclorito de sédio 3% (1 minuto)
e lavados por trés vezes em agua destilada autoclavada. Em seguida, foram transferidos trés
fragmentos por placa de Petri, contendo meio BDA, em trés repeti¢cdes. As placas foram
incubadas em BOD a 25 + 2 °C em fotoperiodo de 12 h.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo constituido
por 22 tratamentos, sendo 21 isolados de Trichoderma spp, (raiz inoculada com antagonista) e
um controle (raiz ndo inoculada), em trés repeticdes com trés fragmentos de raiz por repeticéo
(placa de Petri).

A avaliacdo foi realizada aos 6 dias somente pela observacdo do crescimento do

Trichoderma spp. a partir da raiz, metodologia descrita por Pedro (2012a), com alteracoes.

35 Ensaio in vivo 2

3.5.1 Inducdo de resisténcia de feijoeiro tratado com Trichoderma para protecdo contra

Colletotrichum lindemuthianum

O experimento foi conduzido no Complexo de Controle Biologico e Cultivo Protegido
Prof. Dr. Mario César Lopes, pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), campus de Marechal Candido Rondon, PR.

As sementes de feijdo foram semeadas em vasos plasticos com capacidade de 6 litros,

conforme descrito no item 3.4.1.1.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, obedecendo ao
esquema fatorial 23x2, com quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram da combinagéo de
21 indutores (Trichoderma spp.) e dois controles sendo um o controle positivo (planta
inoculada com patdgeno e semente sem inoculacdo de Trichoderma spp.) e o outro controle
negativo (planta ndo inoculada com patdgeno e semente sem inoculacdo de Trichoderma
spp.), sob duas formas de tratamento sendo distribuidos em 184 parcelas experimentais
(vasos).

- Forma 1 — sementes inoculadas com os isolados de Trichoderma spp. via solo;

- Forma 2 — pulverizagéo dos exsudatos de isolados de Trichoderma spp. via folha;

Em cada vaso foram semeadas oito sementes de feijdo, com posterior desbaste,
deixando-se apenas seis plantas por vaso. A cultivar de feijdo utilizado foi IAPAR 81 do
grupo carioca.

No tratamento dos isolados de Trichoderma spp. via solo, as sementes foram
inoculadas a partir de trés grdos de arroz colonizados pelos isolados obtidos do item 3.1.2.2
que foram depositados junto as sementes no momento da semeadura, segunda metodologia
descrita por Pedro et al. (2012b), com modificacdo na metodologia utilizada. Aos 20 dias apds
a emergéncia das plantulas de feijoeiro, foram realizadas duas coletas de tecido foliar para
andlises bioquimicas, seguindo roteiro abaixo:

- 1° coleta, sem inoculacdo do patdgeno;

- 2° coleta no terceiro dia apds a inoculacdo do patégeno.

No tratamento com pulverizacdo dos exsudatos dos isolados de Trichoderma spp. via
folha, a aplicacdo foi realizada como descrito no item 3.1.2.3. Aos 20 dias ap6s a emergéncia
das plantulas de feijoeiro, foram realizadas trés coletas de tecido foliar para analises
bioquimicas, como segue:

- 1° coleta, sem aplicacdo dos exsudatos de Trichoderma spp.;

- 2° coleta, terceiro dia apds a aplicacdo dos exsudatos de Trichoderma spp.;

- 3° coleta, terceiro dias apés a inoculagdo do patogeno.

Os exsudatos dos isolados foram inoculados nas plantulas de feijoeiro aos 23 dias ap0s
a sua emergéncia, sendo inoculados 10 mL de exsudato de cada isolados de Trichoderma spp.
por vaso, através de pulverizacdo foliar, com auxilio de borrifador manual de pressdo
acumulada.

A inoculacdo do patogeno C. lindemuthianum, foi realizada pelo processo de aspersao

foliar nas plantas de feijoeiro, sendo pulverizado 10 mL por vaso, em suspenséo ajustada para
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1,4x10° esporos mL™, e aspersio de agua destilada para tratamento controle negativo,
preparada de acordo com o item 3.2, metodologia descrita por Campos et al. (2004).

As avaliacdes foram efetuadas por meio de parametros bioguimicos, 26 dias apos a
emergéncia das plantulas de feijoeiro, sendo realizadas coletas das amostras de tecido foliar,
pesadas e acondicionadas em envelopes de aluminio, congeladas e mantidas em freezer até o
momento da extracdo para determinacdo da atividade das enzimas POX, PFO, FAL ¢ j-
GASE.

3.5.1.1 Teor de clorofila

A relacdo entre teor de clorofila nas folhas de feijoeiro foi determinada pela leitura do
clorofildémetro SAPD, usando o aparelho portétil de clorofila (Minolta SPAD-502). Sendo
realizada leitura antes de cada coleta das avalia¢cBes bioquimicas nas plantas inoculadas via

semente e pulverizacdo dos exsudatos via foliar de diferentes isolados de Trichoderma spp.
3.5.1.2 Avaliacdo da severidade

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada 15 dias ap6s a inoculacdo do
patégeno C. lindemuthianum, através da area lesionada nas 72 e 82 folhas utilizando a escala

diagramatica (Figura 2), descrita por Dalla Pria, Amorin e Canteri (1999).

QU3 .47 /s

Figura 2. Escala diagramatica para antracnose do feijoeiro. Fonte: Dalla Pria, Amori e Canteri (1999).
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3.6 Enzimas relacionadas a defesa

3.6.1 Obtencéo dos extratos protéicos

Os extratos proteicos foram obtidos de acordo com a metodologia de Lusso e
Pascholati (1999). Para isso, as amostras de folhas e raizes (0,5 g) foram trituradas
mecanicamente em 4 mL de tampao fosfato de sodio 0,01mM (pH 6,0), sendo acrescentado
0,04 g de polivinil pirrolidona. A mistura foi centrifugada a 20.000g durante 25 min a 4 °C, o
sobrenadante foi considerado como extrato enzimético, congelado a -20 °C, para posterior
determinacéo da atividade das enzimas POX, PFO, FAL e B-GASE.

3.6.2 Atividade de peroxidase

A atividade de POX foi determinada pelo método espectrofotométrico direto, pela
medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm, por um periodo de 2 min, com
medidas de densidade Otica a cada 15 segundos (HAMMERSCHIMIDT; NUCLES; KUC,
1982). A mistura da solucdo consistiu de 1.400 pL do tampé&o fosfato de sédio 0,01 M (pH
6,0) e 100 uL da preparacdo enzimatica. Os resultados foram expressos pela atividade na
variagdo entre os valores extremos situados na faixa de incremento linear (U.E. unidade de

enzima) min™ g™ massa fresca).

3.6.3 Atividade de polifenoloxidase

A atividade da PFO foi determinada usando a metodologia de Duangmal e Apenten
(1999), adaptada por Kuhn e Pascholati (2010). O ensaio constitui em mensurar a oxidacao do
catecol convertido em quinona, reagdo esta, medida pela enzima PFO. O substrato foi
composto por catecol na concentracdo de 0,002 M, dissolvido em tampéo fosfato de sodio
0,01 M (pH 6,8). A reacdo se desenvolveu misturando-se 900 uL de substrato e 100 pL da
preparacdo enzimética. As leituras realizadas em espectrofotdmetro, a 420 nm, sendo
determinadas por um periodo de 1 min, com densidade Otica registrada a cada 15 seg. A
atividade foi determinada pela variagdo ocorrida entre os valores situados na faixa de

incremento linea U.E. (unidade de enzima) min™ g™ massa fresca.
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3.6.4 Atividade de fenilalanina amodnia-liase

A atividade da FAL foi determinada pela quantificacdo colorimétrica do &cido trans-
cindmico liberado do substrato fenilalanina, metodologia descrita por Umesha (2006), a qual
50 pL da preparacdo enzimatica foram acrescidos de 450 pL de tampédo Tris-HCI 0,025 M
(pH 8,8) e 500 pL de uma solucdo de L-fenilalanina 0,05M. A mistura da reacdo, foi
incubada a 40 °C por 2 h. No final do periodo, adicionou-se 60 uL de HCI 5 M para cessar a
reacdo. A leitura em espectrofotobmentro a 290 nm. A atividade de FAL constituiu da
diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (100 pL de extrato
protéico e 900 pL de tampdo Tris-HCI 0,025 M (pH8,8)), a qual foi plotada em curva padrédo
para &cido trans-cindmico (y =0,0095x + 0,0255, onde y é a absorbéncia a 290 nm e x a
concentracdo de 4cido trans-cindmico (ug)), expressa em pg acido transcindmico h™ g*

massa fresca.

3.6.5 Atividade de B-1,3-glucanase

A atividadade de B-GASE foi determinada pela quantificacdo colorimétrica de acglcares
redutores liberados a partir da laminarina (VOGELSANG; BARZ, 1993). A reacao envolveu
150 uL da preparagdo enzimatica e 150 pL de laminarina (2 mg mL™), que foi desenvolvida a
40 °C durante 1 hora. No controle, a laminarina foi adicionada ap6s a incubacdo. Os acucares
formados foram quantificados pelo método de Lever (1972), que consiste em extrair uma
aliquota de 30 pL da solugdo anterior e acrescentar a esta 1,5 mL da solu¢do de hidrazida do
acido p-hidroxibenzoico 0,5% (PAHBAH). A mistura foi mantida a 100 °C durante 10 min,
resfriada em gelo por 10 min, e determinada a absorbancia a 410 nm. A atividade de B-GASE
consistiu da diferenca entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle, a qual
foi plotada em curva padrdo para glicose (y = 0,002x + 0,0046, onde y é a absorbéncia e x a
concentragdo de aglicares redutores (ug)) e expressa em equivalente glicose pg™ h™ g™ massa

fresca.

3.7 Analise dos resultados

Apbs tabulados os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade com auxilio do
software estatistico GENES verséo 5.1 (CRUZ, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio in vitro

4.1.1 Crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum confrontado com isolados de

Trichoderma

Os valores obtidos no pareamento de cultura apresentaram efeitos significativos nas
notas atribuidas pela anélise de variéncia entre os diferentes isolados de Trichoderma spp.
confrontado com C. lindemuthianum (Figura 3).

Todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram crescimento micelial acelerado,
sendo possivel a observacédo de inibicdo do desenvolvimento da C. lindemuthianum em quatro

dias de incubagéo.

Escala de Notas

Figura 3. Médias de notas atribuidas pelo teste de pareamento de culturas para avaliacdo da
agressividade dos isolados de Trichoderma spp., quanto a inibi¢do do crescimento micelial
de Colletotrichum lindemuthianum. Nota 1 indica alta agressividade e nota 7 indica auséncia
de agressividade. TI1, TI3, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens);
TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (Trichoderma harzianum); TLB6
(Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17 (Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B
(Trichoderma longibrachiatum). * Médias seguidas com mesma letra indica auséncia de
significancia entre os tratamentos pelo teste de Skott-Knott a 5%. CV% = 34,95 e Média =
2,22.
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Os isolados de Trichoderma spp., quando comparados pelo teste de médias, foram
separados em trés grupos diferentes. Os isolados TI3, TM2 (T. virens), TI2, T4, TLBS3,
TLB12 (T. harzianum), TLB6 (T. asperellum) e TLB14, TLB17 (T. koningiopsis)
apresentaram menor nota (nota 1) crescendo por toda a placa de Petri e sobre o disco do
patdgeno, sendo considerado o grupo de maior eficiéncia, impedindo o desenvolvimento
micelial de C. lindemuthianum, diferindo significativamente dos demais grupos.

O segundo grupo composto pelos isolados TI1, TM4, TLB9, TLB15 (T. virens),
TLB2, TLB4, TOD1, TOD3 (T. harzianum), TOD2A, TOD2B (T. longibrachiatum)
apresentaram medias entre 2 e 3 respectivamente, crescendo por toda a placa de Petri, porém
ndo sobrepondo o patdgeno e antagonista ocupando 3/4 da placa de Petri. Este grupo pode ser
considerado com menor eficiéncia no desenvolvimento micelial de C. lindemuthianum. O
terceiro grupo separou os isolados TM1 e TM3 (T. virens), 0s quais ndo apresentaram inibicéo
significativa na inibi¢do do crescimento de C. lindemuthianum. Esse resultado corrobora com
de Louzada et al. (2009), testando 230 isolados de Trichoderma spp. originarios de diferentes
agroecossistemas no controle de Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium solani, os quais
verificaram que apenas 10% dos isolados (24 isolados) se mostraram eficientes no controle
dos dois patégenos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bomfim et al. (2010), quando
avaliaram isolados de Trichoderma spp. no pareamento de cultura entre Rhizopus stolonifer.
Segundo os mesmos autores, todos os isolados demostraram rapido crescimento micelial em
trés dias de incubacdo, inibindo o desenvolvimento do patégeno.

Ethur (2006) demostra que a selecdo de isolados de Trichoderma spp. pela técnica de
pareamento de cultura, considera como “eficientes” 0s isolados que apresentam média de
notas entre 2 a 2,5 e isolados “muito eficientes” aqueles com média de notas de 1 a 1,5.

Alguns dos mesmos isolados utilizados neste trabalho corroboram com os resultados
de Broetto (2013), que trabalhando com 17 isolados de Trichoderma spp. na inibi¢cdo do
crescimento micelial de Macrophomina phaseolina, sendo dividido em trés grupo de isolados,
somente o isolado TLB2 (T. harzianum) apresentou a mesma média de nota 1, sendo
considerado de maior eficiéncia contra M. phaseolina. O mesmo € verificado para o segundo
grupo, somente os isolados TM4, TLB9 (T. virens), TLB4 (T. harzianum) e TLB17 (T.
koningiopsis), foram considerados com menor eficiéncia de inibigdo do patogeno.

Silva et al. (2008) observaram que isolados de T. stromaticum, T. viride e T. virens

apresentaram maior antagonismo no pareamento de cultura contra a capacidade de supressao
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de Phytophora citrophthora, sendo que Trichoderma stromaticum apresentou neste trabalho
maior antagonismo enquanto que o T. harzianum apresenta menor antagonismo ao patdgeno.

A utilizacdo do pareamento de cultura é efetiva ao antagonista Trichoderma spp. sobre
0 patdgeno C. lindemuthianum, sendo demonstrada anteriormente por Melo (1998) e Delgado
et al. (2007), onde a acéo de Trichoderma se d& através da associa¢do ou ndo dos mecanismos
tais como parasitismo, antibiose e competi¢do. A capacidade de producdo de antibi6ticos ou
outras substancias secundarias pelos antagonistas pode interferir no desenvolvimento direto
do fitopatdgeno, bem como a competicdo destes por espaco e nutrientes. Além do parasitismo
direto, outros mecanismos podem estar envolvidos na acdo antagonista de fungos do género
Trichoderma (LOUZADA et al., 2009).

Os métodos aplicados para selecdo de antagonistas de Trichoderma spp. in vitro, além
de serem préticos, servem como uma selecdo preliminar para avaliar de potencial antagonista,
e também para indicar o comportamento desses microrganismos, com relacdo a sua
capacidade de adaptacéo, crescimento e reproducdo (POLETTO, 2010). Contudo, ndo pode
ser decisiva, pois Broetto (2013) observou que o isolado TLB12 de Trichoderma harzianum
ndo foi eficiente no confronto com Macrophomina phaseolina, porém na reducdo da
severidade da doenca o mesmo foi altamente eficiente, indicando mecanismo associado a

interacdo Trichoderma-feijoeiro.

4.2 Ensaio in vivo 1

4.2.1 Trichoderma como indutor de resisténcia em plantas de feijoeiro

4.2.1.1 Atividade enzimética

As atividades das enzimas POX, PFO, FAL ¢ B-GASE foram determinadas e seus
respectivos valores estdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados expressos da atividade enzimatica de POX, PFO e FAL ndo
demostraram diferenca estatistica significativa entre os isolados de Trichoderma spp., porém,
a atividade de B-GNASE foi reduzida pela acdo de alguns isolados inoculados atraves do
tratamento de semente em plantas de feijoeiro, apresentando diferenca estatistica somente no

tecido foliar do feijoeiro.
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4.2.1.2 Atividade de peroxidase

A atividade de POX, mesmo com auséncia de diferenca estatistica entre os isolados,
pode observar uma tendéncia de supressao das atividades pelos isolados TM1, TM4, TLB15
(T. virens), TOD2A (T. longibrachiatum) e TOD3 (T. harzianum) na expressao da atividade
desta enzima no tecido foliar do feijoeiro, quando comparado ao controle (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade de peroxidase (POX - unidade de enzima™ min™ g™ tecido fresco),
polifenoloxidase (PFO - unidade de enzima™ min™ g * tecido fresco), fenilalanina aménia-
liase (FAL - ug™ &cido trans-cinamico h™ g™ tecido fresco) e p-1,3 glucanase (B-GASE - g™
h g* massa fresca) em raizes e folhas de feijoeiro no tratamento de semente com isolados de
Trichoderma spp., ap6s 30 dias da germinagdo. TI1, TI3, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB9,
TLB15 (T. virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (Trichoderma
harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17 (Trichoderma koningiopsis);
TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)

ATIVIDADE ENZIMATICA

Isolados FOLHA RAIZ
POX PFO FAL B-GASE POX PFO FAL B-GASE

TI1 1066,22 a 438,72 a 31,48a 869,70 a 776,85 a 655,15 a 51,54 a 1876,52 a
TI2 973,85a 593,90 a 81,43a 131842 a 112042 a 566,82 a 4453 a 1678,07 a
TI3 779,27 a 506,65 a 21,25a 1546,45 b 924,02 a 848,20 a 58,63 a 1592,40 a
T4 850,67 a 516,97 a 30,03a 1633,8b 864,85 a 569,87 a 65,83 a 1630,20 a
T™M1 747,05 a 629,37 a 4311a 1234,85a 879,32 a 643,27 a 60,32 a 1640,30 a
T™M2 827,52a 601,92 a 97,78a 1527,75b 1018,20 a 852,25 a 42,87a 1883,07 a
T™M3 1065,47 a 581,02 a 162,43 a 1873,90 b 1226,87 a 741,62 a 50,75 a 1864,10 a
T™M4 689,47 a 537,27 a 36,40 a 1698,47 b 819,25 a 500,25 a 39,15a 1356,00 a
TLB2 911,25a 512,05a 94,99 a 2064,77 b 1080,15 a 655,22 a 49,71 a 1602,47 a
TLB3 1069,52 a 601,85a 71,69a 1302,17 a 1040,37 a 566,27 a 110,46 a 1833,70 a
TLB4 1045,30 a 590,30 a 3895a 141510 a 112190 a 775,07 a 48,95 a 1704,45a
TLB6 102545 a 598,65 a 57,22a 1395,10 a 746,45 a 71512 a 67,54 a 1907,62 a
TLB9 973,52a 662,97 a 64,39 a 2045,00 b 922,75a 673,80 a 9221a 2050,42 a
TLB12 944,85 a 549,72 a 3247a 1033,17a 878,35 a 671,85 a 71,14a 2184,27 a
TLB14 911,07 a 583,15a 48,25a 1322,77 a 988,47 a 605,30 a 3846a 1791,10a
TLB15 800,97 a 41845a 71,75a 1308,60 a 641,70 a 546,20 a 58,21a 1803,82 a
TLB17 1049,35a 613,80 a 70,71a 1263,40 a 854,45 a 700,82 a 54,02a 2118,07a
TOD1 1043,97 a 581,95a 100,60 a 1366,50 a 982,92 a 522,27 a 56,49 a 177167 a
TOD2A 922,87 a 43945a 41,02 a 1831,80 b 933,87 a 595,92 a 70,58 a 1960,02 a
TOD2B 733,80 a 427,17 a 1791a 1187,20a 71412 a 632,15 a 71,45a 2093,87 a
TOD3 827,20 a 519,42 a 77,40 a 1126,05a 828,82 a 553,22 a 66,46 a 2252,90 a
Controle 1014,50 a 638,12 a 111,30 a 1747,75b 890,17 a 644,25 a 64,07 a 2195,00 a
(CV%) 30,50 32,80 125,40 32,90 37,70 30,50 47,18 26,80
DMS 747,52 481,48 212,34 1274,71 921,97 523,91 75,90 1319,19

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo difere entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia. Controle: solo ausente de Trichoderma spp.. Dados transformados por
\/X+1,0
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Da mesma forma, os isolados TI1, TLB15 (T. virens), TOD2B (T. longibrachiatum) e
TLB6 (T. asperellum), suprimiram a atividade da enzima no tecido radicular. No entanto, 0s
isolados TM3 (T. virens), TI2, TLB4 (T. harzianum), apresentaram tendéncia de aumento da
enzima POX no feijoeiro, comparados ao controle. Ao contrario do que aqui foi observado, a
enzima POX é um bom marcador para se verificar o efeito do Trichoderma como indutor.

De acordo com Silva et al. (2011), verificando o efeito de 60 isolados de Trichoderma
spp. na promocgéao do crescimento e inducdo de resisténcia sistémica a antracnose em plantas
de pepino, observaram diferenca ndo significativas, quanto a ativacdo da enzima POX na
plantas entre o sétimo e décimo quarto dia, apds tratamento com Trichoderma spp., quando
comparados com controle.

No entanto, Yedidia, Benhamou e Chet (1999) trabalhando com crescimento
hidropdnico de pepineiro inoculado com Trichoderma spp. verificaram aumento da enzima
POX apos intervalo de tempo inferiores a sete dias, porém ndo foi observado aumento da
atividade aos 7 e 14 dias ap6s o tratamento, enquanto que as plantas ndo tratadas
apresentaram um aumento gradual ao longo do tempo, ambas as atividade nos tecidos foliares
e radicular, consequentemente verificaram aumento da resposta de crescimento das plantas,
assim confirmada pela primeira vez, o impacto direto deste fungo na interagéo fungo-planta.

O aumento da enzima POX nas folhas pode estar relacionada a uma resposta de defesa
sisttmica, quanto a presenga do Trichoderma na rizosfera, provavelmente a diminui¢do da
atividade enzimatica pode estar temporalmente correlacionada com a colonizac¢do das raizes
pelo diferentes isolados de Trichoderma spp (YEDIDIA; BENHAMOU; CHET, 1999).

4.2.1.3 Atividade de polifenoloxidase

Para a atividade de PFO, os resultados obtidos ndo apresentaram diferenca estatistica,
no entanto, para os isolados TI1, TI3, TLB15, TM4 (T. virens), TOD2A, TOD2B (T.
longibrachiatum) e T4, TLB2 (T. harzianum), apresentaram uma tendéncia de supressdo da
atividade enzimatica de PFO comparado com o controle para o tecido foliar (Tabela 4).

Ja respectivamente no sistema radicular, a atividade dessa enzima nas plantas de
feijdo, demostrou tendéncia de aumento para os isolados TI13, TM2, TM3 (T. virens), TLB4
(T. harzianum), porém pode-se observar que os isolados TLB15, TM4 (T. virens), TI2, Tl4,
TLB3, TOD1, TODS3 (T. harzianum), suprimiram a atividade desta enzima.
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Entretanto, Pereira et al. (2008), trabalhando com quitosana extraida de Trichoderma
sp. e com filtrado de micélio de Rhizopus sp., obtiferam um efeito protetor em plantas de
cacau, observando que a aplicacédo desses indutores bidticos, sdo capaz de promover 0 aumento
da atividade das enzimas POX e PFO em comparacdo com a testemunha, na reducdo da
murcha-de-verticilio do cacaueiro.

Segundo Pifio e Palazén (1996), citado por Campos et al. (2004), em determinada
situacbes, 0 metabolismo dos polifendis, podem atuar como antioxidantes, levando a
inativacdo de inumeros campos de ativacdo da producdo de enzimas fenolases. Em outro
aspecto, essa supressdo enzimatica verificada seria um mecanismo de protecdo do

Trichoderma para ndo ser afetado por compostos tdxicos da oxidacgao de fenais.

4.2.1.4 Atividade de fenilalanina amonia-liase

A atividade de FAL expressada, mesmo ndo apresentando diferenca, para o tecido
foliar, pode-se observar um aumento da atividade enzimatica do isolado TM3 (T. virens)
comparado ao controle, por outro lado, todos os isolados apresentaram tendéncia de supressdo
desta enzima, porém essa tendéncia € mais evidente nos isolados TI1, T13, TM4 (T. virens),
T4, TLB4, TLB12 (T. harzianum) e TOD2B (T. longibrachiatum) (Tabela 4).

A expressdo desta enzima no sistema radicular expressa uma tendéncia de aumento
nos isolados TLB3 (T. harzianum), TLB9 (T. virens), porém, os isolados TI1, TM2, TM3,
TM4 (T. virens), TI2, TLB2, TLB4 (T. harzianum), TLB6 (T. asperellum), TLB14 (T.
koningiopsis), tenderam a suprimir supressdo na atividade enzimatica de FAL. Contudo, néo
sdo dados conclusivos perante o coeficiente de variagdo de 68% e a diferenca néo
significativa verificada na analise estatistica de dados.

Djonovi¢ et al. (2007), verificando resposta de defesa de planta no tratamento de
raizes com T. virens em milho contra o agente patogénico Colletotrichum graminicola, ndo
observaram mudangas significativas nos niveis de expressdo de FAL, ao nivel local e
sistemicamente em folhas e raizes de plantulas de milho testadas apo6s 48 h da inoculacdo do
patdgeno. Essa resposta pode ser complexa, pelo fato que, outros mecanismos como a
producéo de fitoalexinas isoflavondides pode desempenhar respostas diferentes relacionadas a
indugéo da enzima FAL.
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4.2.1.5 Atividade de B-1,3-glucanase

Para a atividade de B-GASE observou-se diferenca significativa por este teste em
tecido foliar do feijoeiro, o qual separou os isolados TI1, TM1, TLB15 (T. virens); TI2,
TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TODS3 (T. harzianum); TLBG6 (T. asperellun); TLB14, TLB17
(T. koningiopsis); TOD2B (T longibrachiatum), os quais suprimiram a atividade da enzima de
B-GASE, porém em tecido de sistema radicular ndo constatou-se diferenca, mas pode-se
observar uma tendéncia de supressdo mais evidente no isolado TM4 (T. virens) (Tabela 4).

Segundo Saksirirat, Charurak e Bunyatrachata (2009), trabalhando com quinze
isolados de Trichoderma spp. no controle de Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria
observaram reducdo de 69,32 % dos sintomas, demostrando que quatro isolados das espécies
T. harzianum e T. asperellum induziram a planta a elevada atividade de B-GASE e quitinase
nas folhas, em comparacdo as folhas ndo inoculadas, mostrando que essas espécies sdo
promissoras para inducao de resisténcia em defesa das plantas de tomateiro.

Os mesmos autores relatam que a enzima B-GASE é conhecida por desempenhar papel
importante na degradacdo da parede celular dos fungos. Além disso, essa enzima esta
classificada com proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP). A sintese e acumulo
desta enzima em tecidos vegetais tém sido associados aos mecanismos de defesa de plantas
contra doencas, inclusive em feijdo, uma vez que podem ser desencadeadas por patdgenos e
metabolitos secundarios de microrganismos, como Trichoderma, que agem como indutores de
resisténcia (PASCHOLATI, 2011; VAN LOON; VAN STIEN, 1999).

Segundo Salzman et al, (1998) essas proteinas induzidas ndo estdo presentes
necessariamente durante o processo de infec¢do, podendo ser encontradas em tecidos sadios
de determinada parte da planta, como folhas ou raizes ou em estagios especificos de
desenvolvimento.

Pode-se observar que os isolados de Trichoderma reduziram a atividade de B-GASE
neste trabalho, porém, ndo pode ser encarada com estranheza, pois mecanismos de defesa

contra fungos do ponto de vista dos fungos devem ser reduzidos ou pelo menos nédo elevados.

4.2.1.6 Taxa de assimilacéo liquida de CO, (A)

A taxa de assimilagéo liquida de CO, ndo sofreu alteragOes significativas na interagédo
entre os isolados de Trichoderma spp. testados atraves da inoculagdo de semente e efeito na
avaliacdo da fotossintese e respiracdo das plantas de feijoeiro (Figura 4).
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Na avaliacdo da fotossintese, baseando-se pelo desvio padrdo, observou-se que o
isolado TM4 (T. virens), promoveu um aumento na taxa de assimilacdo liquida de CO,, no
entanto, os isolados TLB12, TOD3 (T. harzianum) e TLB14 (T. koningiopsis) promoveram
uma reducdo desta taxa quando comparados ao controle. Entretanto, na avaliacdo da
respiracdo quando comparada ao controle, que a maioria dos isolados apresentou tendéncia de
aumento porém o isolado TLB3 apresentou tendéncia de redugdo na taxa de assimilacéo
liquida de CO..

20,0 -
18,0 -
16,0 -

14,0 -

12,0

10,0 -

8,0 - m Fotossintese

A(pmol CO2 m-2s-1)

6,0 -
Respiragdo
4,0 -

2,0

0,0 -

Isolados

Figura 4. Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A) em plantas de feijoeiro em funcdo do
tratamento de semente com isolados de Trichoderma spp., apos 30 dias da germinacao, TI1,
TI3, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3,
TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum);
TLB14, TLB17 (Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma
longibrachiatum). Controle: Solo ausente de Trichoderma spp.. *Auséncia de letra indica
auséncia de significancia entre os tratamentos pelo teste de Skott-Knott a 5%. Fotossintese:
CV% = 29,36 e DMS = 8,77; Respiracdo: CV% = 45,56 e DMS = 1,68, Barras indicam
desvio padrao.

Embora os isolados de Trichoderma spp. ndo demostraram efeito na assimilacéo
liquida de CO,, outras variaveis como condutancia estomatica, concentracdo interna de CO,

transpiracédo e respiracdo, podem estar envolvidos na alteracdo da eficiéncia do uso da agua e
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a eficiéncia intrinseca do uso da &gua. Porém, trabalhos relacionados com eliciadores
biolégicos como o Trichoderma spp., sdo necessarios para o desenvolvimento de novos
resultados em relacdo ao comportamento fisioldgico das plantas de feijoeiro para as variaveis
de trocas gasosas.

Segundo Shoresh e Harman (2008), o fungo Trichoderma € capaz de estabelecer
relages no sistema radicular em plantas de milho, podendo provocar alteragdes nas mesmas,
que resultam aumento na taxa fotossintética. Estudo relatados por Gupta et al. (2011), os
efeitos do Trichoderma séo evidenciados em plantas de milheto, submetidas a aplicacdo de
fertilizantes & base de Trichoderma, que elevaram melhor assimilacdo de CO,, e o teor de
clorofila, possivelmente, apresentando influencia pelo fungo na transpiracéo e na condutancia
estomatica.

O desenvolvimento da planta esta intimamente relacionada com a quantificacdo das
trocas gasosas realizadas nas folhas compreendendo a assimilagdo liquida de CO,, como
também a transpiracdo, condutdncia estomatica, concentracdo interna de CO, na camara
subestomatica, eficiéncia do uso de agua, entre outros que ndo foram avaliadas no presente
trabalho (NOGUEIRA et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Essas variaveis sao determinantes na fisiologia, sendo muito importantes, ndo somente
na compreensdo do comportamento vegetativo da planta, mas no seu desempenho em relacéo
as respostas aos tratamentos aplicados. Além disso, a qualidade e a intensidade da luz sdo
fatores ambientais que podem influenciar as trocas gasosas ocorridas nas plantas (COSTA e
MARENCO, 2007).

4.2.1.7 Avaliacao da colonizacdo endofitica das raizes de feijoeiro

Dos 21 isolados de Trichoderma spp. avaliados para colonizacdo nas raizes das plantas
de feijao, foi possivel verificar que 8 isolados apresentaram a capacidade de endofitismo nas
raizes (Tabela 5). Os resultados demostram que esses isolados das espécies T. virens (TM4,
TLB9, TLB15), T. harzianum (TI2, TI4, TLB2, TOD1) e T. koningiopsis (TLB17) sdo
capazes de estabelecer relacbes com as raizes do feijoeiro, sendo considerados
microrganismos endofiticos.

Esse resultado confirma a descricdo feita por Metcalf e Wilson (2001), em que a
interacdo Trichoderma-planta geralmente se da na regido das raizes e pode ocorrer em

diferentes niveis de relacdo. Essa relacdo é pouco estudada, porém acredita-se que o fungo
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estabelece-se como endofito, ou seja, ele coloniza ndo s6 as raizes, como também outras
partes da planta, como descrito para a espécie Trichoderma estromaticum, o que foi relatado
colonizando o sistema vascular de cacau (EVANS; HOLMS; THOMAS, 2003). O mesmo foi
observado, para as espécies T. harzianum, T. hamatum e T. asperellum, que colonizam todas

as partes da planta de cacau, desde as raizes até as folhas (BAILEY et al., 2007).

Tabela 5. Presenca (+) e auséncia (-) de colonizacdo

endofitica de raizes de feijoeiro por isolados de

Trichoderma spp., apds 30 dias da germinagao
Colonizacdo de Raizes de Feijoeiro

Isolados Espécie Colonizacéo
TIl Trichoderma virens -
TI2 Trichoderma harzianum +
TI3 Trichoderma virens -
T4 Trichoderma harzianum +
TM1 Trichoderma virens -
TM2 Trichoderma virens -
TM3 Trichoderma virens -
TM4 Trichoderma virens +
TLB2 Trichoderma harzianum +
TLB3 Trichoderma harzianum -
TLB4 Trichoderma harzianum -
TLB6 Trichoderma asperellum -
TLB9 Trichoderma virens +
TLB12 Trichoderma harzianum -
TLB14 Trichoderma koningiopsis -
TLB15 Trichoderma virens +
TLB17 Trichoderma koningiopsis +
TOD1 Trichoderma harzianum +
TOD2A Trichoderma longibrachiatum -
TOD2B Trichoderma longibrachiatum -
TOD3 Trichoderma harzianum -
Controle* -

* Solo ausente de Trichoderma spp.

Esses resultados corroboram os de Benitez et al. (2004), os quais verificaram que
isolados de Trichoderma spp. sdo capazes de colonizar raizes de plantas, produzindo
compostos secundarios que podem estimular o crescimento das plantas, como também,
induzir resisténcia. O mesmo, ja foi verificado por Pedro et al. (2012b), trabalhando com
isolados de Trichoderma spp. na promocdo de crescimento e inducdo de resisténcia a
antracnose em feijoeiro, demostrou que sete isolados de Trichoderma spp., apresentaram

capacidade de colonizar as raizes das plantulas de feijao, sendo possivel verificar seu
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crescimento nas placas de Petri, a partir das raizes. Porém estes resultados diferem dos
resultados encontrados por Carvalho Filho et al. (2008), no qual trabalhando com
Trichoderma em mudas de eucalipto ndo encontraram qualquer indicio do fungo, em
colonizar as raizes das mudas de eucalipto.

Da mesma forma, Harman et al. (2004) demostraram que fungos do género
Trichoderma séo capazes de reproduzir, competir e sobreviver em Vvarios ecossistemas no
solo. O género possui capacidade de associacdo em raizes de diversas plantas de varias
espeécies e sua penetracdo e colonizagdo, associada a sua capacidade de antibiose, potencializa
um arsenal enzimatico hidrolitica degradadoras de parede celular.

A antibiose e o parasitismo sdo caracteristicas de diversos fungos utilizados como
agentes de biocontrole de fitopatdgenos. As espécies de Trichoderma sdo conhecidas pela
producdo de diversos metabolitos secundarios com ampla atividade antimicrobiana, com
presenca endofitica nas raizes, como também estimula o crescimento da planta, melhorando a
absorcéo de nutrientes, promovendo de alguma forma o crescimento das plantas de feijoeiro e
consequentemente aumentando a produtividade (PUNJA; UTKHEDE, 2003).

4.3 Ensaio in vivo 2

4.3.1 Inducdo de resisténcia de feijoeiro tratado com Trichoderma spp. a protecdo contra

Colletotrichum lindemuthianum

4.3.1.1 Atividade de peroxidase

A atividade de POX em plantas de feijoeiro tratados com Trichoderma spp. na
inoculacdo via semente apresentou diferenca significativa na 12 avaliacdo (sem inoculacdo do
patdgeno), sendo observando o isolado TI1 (T. virens), uma tendéncia de aumento da
atividade de peroxidase em comparacdo com a 22 avaliacdo (terceiro dia apds a inoculacdo do
patdgeno), em relacdo aos demais isolados de Trichoderma spp. avaliados no tratamento via
semente. A inoculacdo dos isolados de Trichoderma spp. via semente apresentaram uma
tendéncia de aumento dos resultados da atividade da enzima na 1?2 avaliagdo, porém na 22
avaliagéo, apos a inoculagéo do patdgeno C. lindemuthianum, fica evidente que a atividade de

POX foi reduzida em comparacdo a 12 avaliacdo entre isolados testados (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade de peroxidase em plantas de feijoeiro tratadas via semente ou
pulverizagéo das folhas com exsudato de isolados de Trichoderma spp.. TI1, TI3, TM1, TM2,
TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12,
TOD1, TODS3 (Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17

(Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)

Atividade de Peroxidase (unidade de enzima™ min™ g™ tecido fresco)

Isolados Tratamento de Semente Exsudato Via Foliar

18Avaliacdo’ 2%Avaliacéo” 12Avaliacao® 2%Avaliacdo’ 32Avaliacdo’
TI1 1077,95B a 481890 A a 103754 Aa 727,85 Aa 100153 Aa
TI2 1096,95 Aa 896,04 A b 833,97 Aa 928,60 A a 718,36 A a
TI3 1237, 71 Aa 917,88 A b 1050,03 Aa 1197,03 Aa 1087,94 Aa
T4 1080,12 A a 658,94 Ab 900,98 A a 983,16 Aa 1040,45 A a
™1 117658 A a 709,32 Ab 660,07 A a 905,54 Aa 959,66 A a
T™M2 947,57 A a 1065,38 A b 959,40 A a 1052,51 Aa 808,91 Aa
T™M3 115433 Aa 970,94 Ab 932,69 A a 936,21 Aa 801,72 Aa
T™M4 1075,73 Aa 784,40 Ab 1039,46 A a 1046,97 A a 133544 Aa
TLB2 110429 Aa 976,54 Ab 840,20 A a 925,94 A a 1037,69 Aa
TLB3 1012,16 Aa 864,86 Ab 687,66 B a 1259,66 A a 1156,10 A a
TLB4 843,96 A a 832,64 Ab 730,68 A a 946,93 Aa 996,60 A a
TLB6 117942 Aa 764,80 Ab 875,58 A a 912,14 Aa 877,24 A a
TLB9 933,37 Aa 1001,05Ab 947,52 A a 865,80 A a 935,83 Aa
TLB12 105299 Aa 923,92 Ab 806,75 A a 657,45 A a 715,12 Aa
TLB14 956,41 A a 92252 Ab 810,34 A a 756,58 A a 775,08 Aa
TLB15 1204,15 A a 970,56 A b 769,91 Aa 1018,77 A a 1206,64 A a
TLB17 978,35 Aa 755,39 Ab 909,43 Aa 1067,97 Aa 122232 Aa
TOD1 1156,73 Aa 801,64 Ab 951,00 Aa 909,87 Aa 835,62 Aa
TOD2A 1238,77 Aa 914,76 Ab 897,08 Aa 844,15 Aa 918,32 Aa
TOD2B 653,72 A a 780,34 Ab 1063,72 A a 908,64 A a 1035,38 A a
TOD3 934,56 A a 952,46 A b 884,76 A a 115480 Aa 103345 Aa
Controle P. 120158 Aa 882,31 Ab 663,90 A a 889,00 Aa 102257 Aa
Controle N. 1049,82 Aa 790,10 A b 889,33 Aa 1076,10 A a 846,84 A a
(CV%) 13,95 35,75 21,84 15,16 18,20
DMS 11,98 28,95 16,88 12,36 14,91

110 coleta, sem inoculagdo do patdgeno;
220 coleta, terceiro dia apés a inoculagéo do patégeno;
310 coleta, sem aplicacdo dos exsudatos;
%20 coleta, terceiro dia ap6s aplicagdo dos exsudatos;

>3° coleta, terceiro dia ap6s a inoculacéo do patégeno;

Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patdgeno);
Controle N.: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patdgeno);

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Dados transformados por \x+0,1.

A interacdo da planta com o Trichoderma no solo, consequentemente pode ter levado

0 aumento da atividade de POX ap6s a chegada do patogeno. Esse efeito pode ser

correspondente ao estado de pré-condicionamento (priming) da planta, o qual é um

componente da ativagdo de defesa, com capacidade de expressdo de genes que codificam o0s

compostos de sinalizagdo, mas ndo ocorrendo a expressdo de mecanismos de defesa, porém a

planta estd em estado de inducdo, pelo aumento da sensibilidade da planta em perceber a
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chegada de um patdgeno em potencial. O fenémeno priming pode ser interessante para
economia de energia na planta, uma vez que os genes ativados demandam menos energia e
estdo mais relacionados a comunicagdo apos a chegada do patdgeno, proporcionando rapida
resposta sob ataque de patdogenos (GOELLNER; CONRATH 2008; KUHN et al., 2006), e
eventuais custos apenas serdo notados se efetivamente o patdgeno alcangar a superficie da
planta.

A atividade de POX no tratamento do feijoeiro por meio da aplicacdo dos exsudato via
foliar de Trichoderma spp., apresentaram diferenca significativa para a 1? avaliacdo (sem
aplicacdo dos exsudatos), observando que o isolado TLB3 (T. harzianum), apresentou
aumento da atividade ap6s a aplicagdo dos exsudato em relacdo a 22 avaliacdo (terceiro dia
apos aplicacdo dos exsudatos) e 32 avaliacdo (terceiro dia apds inoculacéo do patdgeno), apds
a inoculacdo do patdégeno C. lindemuthianum, ndo apresentando evidéncias significativa de
ativacdo enzimatica de POX para os demais isolados testados (Tabela 6).

Semelhante resultados deste trabalho, foram demostrados por Dildey et al. (2013), a
qual, ndo observaram atividade de inducdo das enzimas POX e PFO em plantas de feijao
contra o patdégeno Macrophomina phaseolina, na inoculacdo de sementes com diferentes
isolados de T. harzianum. Entretanto, mesmo ndo demostrando resultados significativos para
as enzimas, houve tendéncia das mesmas, para um dos isolados de Trichoderma comparado
ao controle negativo. Pelos resultados obtidos neste trabalho, a atividade de POX ndo esta
necessariamente envolvida neste processo, mas outros mecanismos de defesa podem estar
atuando na inducao de resisténcia das plantas de feijoeiro.

Em contrario, EI-Rahman e Mohamed (2014), testando indutores abioticos
(benzotiadiazole) e bidticos (T. harzianum) na inducdo de resisténcia de feijdo fava contra
mancha de chocolate causada pela infeccdo de Botrytis fabae e Botrytis cinerea, verificaram
inducdo significativa na atividade de POX em plantas de feijoeiro ap6s infeccdo do patégeno.
A Inducdo de POX em resposta a inducdo de plantas a infec¢do indicado um papel definitivo
na supressdo do desenvolvimento da doenca no tecido da planta, por estar envolvido no
processo de lignificacdo, este processo atua como barreira contra invasdo do patégeno,

constituindo parte do mecanismo de resisténcia do hospedeiro.
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4.3.1.2 Atividade de polifenoloxidase

Atividade de PFO em plantas de feijoeiro por meio do tratamento de Trichoderma spp.
na inoculacdo via semente nao apresentou diferenca significativa tanto na 12 avaliacdo (sem
inoculagdo do patégeno) quanto na 22 avaliagdo (terceiro dia apds inocula¢do do patdgeno)
(Tabela 7).

Tabela 7. Atividade de polifenoloxidase em plantas de feijoeiro tratadas via semente ou
pulverizacdo das folhas com exsudato de isolados de Trichoderma spp. TI1, TI3, TM1, TM2,
TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, T4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12,
TOD1, TODS3 (Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17
(Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)

Atividade de Polifenoloxidase (Unidade de enzima™ min™ g ™ tecido fresco)

Isolados Tratamento de Semente Exsudato Via Foliar
12Avaliacdo’ 2%Avaliacdo’ 1°Avaliacdo®  2°Avaliacdo”  3*Avaliagdo’

TI1 293,09 Aa 290,77 Aa 62450 A a 114,36 Ba 34321 Aa
TI2 660,48 A a 485,41 Aa 582,86 A a 355,06 Aa 318,07 Aa
TI3 291,08 Aa 441,33 Aa 600,68 A a 44979 Aa 450,69 Aa
TI4 249,33 Aa 24394 Aa 488,77 A a 322,31 Aa 358,74 Aa
™1 302,26 A a 22359 Aa 312,38 Aa 437,72 A a 438,02 Aa
T™M2 239,36 A a 457,82 A a 538,21 Aa 653,02 A a 481,19 Aa
TM3 185,11 Aa 489,69 A a 44597 A a 380,98 A a 295,59 A a
TM4 279,68 A a 286,32 Aa 513,70 A a 532,97 Aa 451,43 Aa
TLB2 357,56 A a 476,72 A a 518,75 A a 345,06 Aa 348,83 Aa
TLB3 484,34 Aa 359,87 Aa 283,66 Aa 22452 A a 381,00Aa
TLB4 427,33 Aa 385,89 Aa 388,43 Aa 313,35 Aa 405,09 Aa
TLB6 510,76 A a 428,17 A a 505,62 A a 47543 Aa 422,88 Aa
TLB9 194,24 A a 358,69 Aa 43352 Aa 19490 Aa 335,77 Aa
TLB12 43795 A a 477,46 A a 578,78 A a 47555 A a 554,06 A a
TLB14 487,72 A a 177,42 Aa 379,24 A a 24314 A a 237,00 Aa
TLB15 459,94 A a 395,94 Aa 44513 Aa 260,80 A a 562,63 Aa
TLB17 261,16 A a 399,59 A a 518,41 A a 352,41 Aa 31797 Aa
TOD1 287,73 Aa 568,82 A a 528,41 Aa 330,87 Aa 284,09 A a
TOD2A 399,27 A a 250,34 A a 385,45 A a 402,03 Aa 125,03 Aa
TOD2B 243,20 A a 314,02 Aa 436,56 A a 234,18 A a 333,99 Aa
TOD3 307,80 A a 258,39 A a 684,60 A a 276,74 A a 528,66 A a
Controle P. 409,50 A a 464,24 A a 265,95 Aa 631,35 Aa 453,45 A a
Controle N. 458,27 A a 409,57 A a 440,62 A a 525,29 A a 409,62 A a
(CV%) 38,37 38,37 39,10 42,46 33,42

DMS 18,04 18,64 21,39 20,19 16,61

110 coleta, sem inoculacdo do patdgeno;

220 coleta, terceiro dia ap6s a inoculacéo do patégeno;

310 coleta, sem aplicacéo dos exsudatos;

%20 coleta, terceiro dia apds aplicagdo dos exsudatos;

>3° coleta, terceiro dia apds a inoculacdo do patégeno;

Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patégeno);

Controle N.: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno);

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Dados transformados por Vx+0,1.
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Entretanto, o tratamento do feijoeiro por meio da aplicacdo dos exsudato via foliar de
Trichoderma spp., ndo foi significativo para a 12 avaliagdo (sem aplicacdo dos exsudatos ) e 3?
avaliacdo (terceiro dia apds inoculacdo do patdgeno), porém o resultado demostra-se
significativo para a 2% avaliacdo (terceiro dia apos aplicacdo dos exsudatos), em que o isolado
TI1 (T. virens), apresenta tendéncia de supressdo da atividade de PFO entre a 1? avaliagéo
(sem aplicacdo dos exsudatos) e a 22 avaliagdo (terceiro dia ap6s aplicacdo dos exsudatos),
diferindo dos demais isolados em comparacdo com o controle positivo e negativo, em relacao
aos demais isolados de Trichoderma spp. avaliados.

Diante disso, pode-se inferir que ndo houve aumento da atividade da enzima PFO em
relagdo a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta, em fungéo da inoculagéo das plantas
de feijoeiro pelo patdgeno C. lindemuthianum.

Os resultados demostrados da atividade de PFO podem geralmente estar presente em
concentracdo elevada em tecidos infectados, promovendo a degradacdo oxidativa de
compostos fendlicos proximos ao local da lesdo provocada pelo patégeno, resultando no
aparecimento de substancias escuras provenientes da polimerizacdo oxidativa das quinonas
(AGRIQS, 2005).

Campos et al. (2004), constataram que h& correlacdo positiva entre as atividades da
POX e PFO, os teores de compostos fenolicos e a resisténcia a antracnose em plantas de
feijoeiro. Essa afirmacdo corrobora com Melo, Shimizu, Mazzafera (2006), os quais
observaram que a atividade das PFO, juntamente com outros compostos fendlicos presentes
na planta, esta diretamente ligada com a resisténcia ao bicho-mineiro e a ferrugem nas plantas
de café. Porém ndo se pode confirmar isto na interagcdo Trichoderma-feijoeiro com os isolados
de Trichoderma estudados.

4.3.1.3 Atividade de fenilalanina amonia-liase

A atividade de FAL n&o apresentou diferenca significativa na 1% avaliagdo (sem
inoculacdo do patdgeno) quanto na 22 avaliacdo (terceiro dia apds a inoculacdo do pat6geno),
por meio do tratamento de Trichoderma spp., na inoculagdo via semente, ndo diferindo entre a
forma de aplicacdo dos isolados de Trichoderma spp. testados. Contudo, o isolado TLB3 (T.
harzianum), aplicado via tratamento de semente, causou um aumento da atividade de FAL na

22 avaliacdo (194,00 ug™ 4cido trans-cindmico h™ g™ tecido fresco), apés a inoculacéo do
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patégeno, comparando a 12 avaliagdo (16,00 pg™ 4cido trans-cinamico h™ g™ tecido fresco)

(Tabela 8).

Tabela 8. Atividade de fenilalanina amonia-liase em plantas de feijoeiro tratadas via semente
ou pulverizacdo das folhas com exsudato de isolados de Trichoderma spp.. TI1, TI3, TM1,
TM2, TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4,
TLB12, TOD1, TOD3 (Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14,
TLB17 (Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)

Atividade de fenilalanina aménia-liase (ug™ acido trans-cinamico h™* g™ tecido fresco)

Isolados Tratamento de Semente Exsudato Via Foliar
1%Avaliagdo”  2%Avaliagdo® 12Avaliacao® 2?Avaliagdo”  3*Avaliacao’
TI1 6,41 Aa 46,00 Aa 4158 Ab 67,76 A a 26,61 Aa
TI2 113,34 Aa 94,48 A a 56,25 Ab 473 Aa 46,41 Aa
TI3 40,69 Aa 16,29 A a 12,13 Ab 0,00 Aa 15,83 Aa
TI4 61,99 Aa 51,99 Aa 64,11 Ab 4598 Aa 24,08 Aa
™M1 0,00Aa 2463 Aa 114,10 Aa 1991 Aa 144,46 A a
T™M2 42,28 Aa 58,65 Aa 182,37 Aa 26,13 Aa 41,44 Aa
T™M3 10,36 Aa 22,12 Aa 16,05ADb 11,69 Aa 32,13Aa
T™4 57,05 Aa 1281 Aa 29,13 Ab 2417 Aa 230Aa
TLB2 2595 Aa 1462 A a 103,82 Aa 0,00 Aa 26,40 Aa
TLB3 16,06 A a 194,00 Aa 22,22Bb 21,03Ba 434,78 A a
TLB4 28,47 Aa 12,82 Aa 101,15 Aa 12,36 Aa 37,39 Aa
TLB6 175,15 Aa 51,13 Aa 126,45 A a 328,63 Aa 118,41 Aa
TLB9 4405Aa 39,25 Aa 185,88 Aa 16,64 Aa 83,03 Aa
TLB12 3512 Aa 40,78 A a 43,17 Ab 84,40 Aa 176,78 Aa
TLB14 79,44 Aa 36,06 Aa 2059 Ab 18,68 A a 116,48 Aa
TLB15 64,75 Aa 60,49 A a 155,77 A a 50,47 Aa 64,22 A a
TLB17 39,29 Aa 0,00 Aa 0,00 Ab 28,15Aa 72,96 A a
TOD1 58,86 A a 79,26 A a 109,31 Aa 8,04 Aa 93,36 Aa
TOD2A 8,35 Aa 13,13 Aa 18,98 Ab 45,14 Aa 52,19 Aa
TOD2B 105,94 A a 4959 Aa 2447 A b 0,00 Aa 53,80 Aa
TOD3 0,00Aa 11,30 Aa 85,78 Aa 8,51 Aa 7255 Aa
Controle P. 59,57 Aa 86,49 Aa 95,28 Aa 22,43 Aa 122,40 Aa
Controle N. 64,57 Aa 79,18 Aa 112,83 Aa 0,00 Aa 69,20 Aa
(CV%) 116,48 119,55 88,95 180,08 102,57
DMS 14,12 14,33 114,76 14,64 17,26

110 coleta, sem inoculacdo do patdgeno;
220 coleta, terceiro dia ap6s a inoculacéo do patégeno;
310 coleta, sem aplicacdo dos exsudatos;
%20 coleta, terceiro dia ap6s a aplicacéo dos exsudatos;
>3° coleta, terceiro dia apés a inoculacio do patégeno;

Controle P.: controle positivo (auséncia de antagonista, presenca do patdgeno);
Controle N.: controle negativo (auséncia de antagonista, auséncia do patdgeno);

*Medias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Dados transformados por Vx+0, 1.

O mesmo néo se verifica para o tratamento do feijoeiro por meio da aplicagéo dos

exsudato via foliar, apresentando diferenca significativa para a 1# avaliagdo (sem aplicacéo

dos exsudatos), indicando interferéncia de fator ambiental ndo controlado, como ocorréncia de

acaros e principios de infeccBes de plantas de feijoeiros, vindas principalmente por sementes
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contaminadas, que consequentemente influenciaram no alto coeficiente de variacdo (CV) e na
2% avaliagdo (terceiro dia apds a aplicacdo dos exsudatos).

Embora ndo significativo o exsudato do isolado TLB6 (T. asperellum) apresentou uma
expressdo elevada de FAL (328,63 pg™' &cido trans-cinamico h™ g* tecido fresco), em
comparaco a 12 avaliacdo (126,45 ug™ 4cido trans-cinamico h™ g™ tecido fresco), porém na
3° avaliagdo (118,41 pg™ 4cido trans-cinamico h™ g* tecido fresco), essa expresséo voltou a
valores proximos encontrados anteriormente na 1?2 avaliagdo. Apos a inoculacdo do patdgeno
na 3* avaliacdo (434,78 pg* écido trans-cinamico h™® g* tecido fresco), notou-se um
incremento significativo por parte da aplicagdo de exsudato TLB3 (T. harzianum), em
comparacdo a 1° avaliacdo (22,22 pg™ &cido trans-cinamico h™ g* tecido fresco) e 2°
avaliacdo (21,03 pg™ 4cido trans-cinamico h™ g™ tecido fresco).

Para o isolado TLB6, possivelmente pode estar ocorrendo uma ativacdo de
mecanismos de defesa, pelo simples contato do exsudato com a planta, por outro lado, para o
TLB3 o simples contato com o exsudato, ndo altera mecanismos de resisténcia, mas quando o
patdgeno entra em contato com a planta, ocorre uma superexpressdo de FAL, evidenciando o
fendmeno de pré-condicionamento (priming) (GOELLNER; CONRATH, 2008; KUHN et al.,
2006).

Em geral, os isolados de Trichoderma spp., ndo apresentaram atividade significativa
de FAL no mecanismo de defesa da planta, quando comparadas a avaliagcdo das plantas de
feijoeiro, apds a infeccdo do patdgeno C. lindemuthianum.

A FAL é uma enzima indicadora de inducdo de resisténcia e esta envolvida
diretamente como um marcador bioquimico, uma vez que, esta é considerada essencial para a
sintese de fendis, sendo importante para a resisténcia, possibilitando a ocorréncia de uma
interacdo especifica durante o processo entre a cultivar € o microrganismo indutor ou
patégeno (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

Varios trabalhos com microrganismos habitantes da rizosfera tém demonstrado a
ativacdo da rota dos fenilpropandides através da elevacdo da atividade da enzima chave FAL.
De Meyer et al. (1999) relataram que a colonizacdo da rizosfera por Pseudomonas
aeruginosa, aumentou atividade de FAL em raizes de feijdo, consequentemente aumentou 0s
niveis de acido salicilico nas folhas, ao contrario do Trichoderma que apresentou uma
reducdo da atividade de FAL nas plantas de feijoeiro. Campos et al. (2003), observaram uma
resposta complexa que envolve a produgdo de fitoalexinas e isoflavondides que pode

desempenhar um papel diferente na resposta relacionada a indugdo da enzima FAL.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Geert+De+Meyer%22
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Karthikeyan et al. (2006) avaliaram a inducdo de compostos fenolicos e enzimas de
defesa envolvidas na via fenilpropandide e acimulo de proteinas-PR contra Ganoderma em
resposta a aplicacdo de Pseudomonas fluorescens, T. viride e T. harzianum em combinacao
com quitina coco (Cocos nucifera L.). Os autores observaram um elevado aumento da
atividade FAL em todas as plantas tratadas diante a aplicacdo de P. fluorescens, T. viride e
quitina, atingindo um nivel mais alto nos terceiro dia apos o tratamento, em seguida, diminuiu

lentamente.

4.3.1.4 Atividade de B-1,3-glucanase

A atividade de B-GASE em plantas de feijoeiro por meio do tratamento de
Trichoderma spp. na inoculacdo via semente, apresentou diferenca significativa na 12
avaliacdo (sem inoculacdo do patgeno). As plantas apresentaram certa atividade de B-GASE
devido a presenca do Trichoderma, mas quando ocorre a inoculacdo do patdgeno, essa
atividade aumenta de modo geral, porém o Unico que apresentou diferenca estatistica
significativa foi o tratamento via semente pelo isolado TLB12 (T. harzianum) (Tabela 9).

N&o houve diferenca significativa entre a relacdo forma de aplicagédo do tratamento
dos isolados de Trichoderma spp. avaliados via inoculacdo de semente e aplicacdo dos
exsudatos via foliar. Desta forma, é possivel observar que a maioria dos isolados sofreu uma
tendéncia de aumento da atividade de B-GASE, comparando com a 12 avaliacdo (sem
inoculacdo do patogeno) e 22 avaliacdo (terceiro dia ap06s inoculacdo do patdgeno), sendo
possivelmente que a atividade de B-GASE foi ativada em funcao da chega do patdgeno.

A atividade de B-GASE, no tratamento do feijoeiro através da aplicacdo dos exsudato
de Trichoderma spp. via foliar, apresentaram diferenca significativa para a 1% avaliacdo (sem
aplicacdo dos exsudatos), sendo considerado que essa avaliacdo teve influéncia por efeitos
ambientais ndo controlados (ou ndo sujeito a controle, como temperatura e umidade relativa
do ar), e 22 avaliacdo (terceiro dia aplicacdo dos exsudatos), sendo possivel observar elevagéo
da atividade de B-GASE, ap0s a inoculagdo do patogeno para as plantas que foram tratadas
com exsudatos dos isolados TI4, TOD3 (T. harzianum), TLB9 (T. virens), TLB14 (T.
konigiopsis).

Diante disso, essa elevada atividade enzimatica depois da inoculagdo do patogeno,

pode estar relacionada no fendmeno priming, na expressdo de mecanismos de defesa
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ocorrendo somente apos a inoculagdo do patdgeno, ocasionando economia de energia para a

planta até a chegada do patdgeno (KUHN et al., 2006).

Tabela 9. Atividade de B-1,3-glucanase em plantas de feijoeiro tratadas via semente ou
pulverizacdo das folhas com exsudato de isolados de Trichoderma spp.. TI1, TI3, TM1, TM2,
TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12,
TOD1, TODS3 (Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17
(Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)

Atividade de -1,3 glucanase (g™ h™ g™ massa fresca)

Isolados Tratamento de Semente Exsudato Via Foliar

12Avaliago” 22Avaliacdo” 12Avaliacio®  2%Awvaliacdo®  3%Avaliagdo®
TI1 500,37 Aa 868,78 A a 648,26 A a 904,86 A a 828,29 Aa
TI2 582,70 Aa 1060,26 A a 312,35 Aa 321,45 Aa 683,95 Aa
TI3 416,96 A a 928,32 Aa 404,07 A a 825,46 A a 734,61 A a
Ti4 879,11 Aa 650,67 A a 304,63 B a 810,74B a 1214,17 A a
TM1 939,24 Aa 879,36 A a 399,88 A a 598,70 A a 1010,66 A a
TM2 870,37 Aa 1075,89 A a 334,86 Aa 709,23 Aa 864,07 Aa
TM3 503,01 Aa 854,56 A a 388,10 A a 718,46 A a 1037,55 A a
TM4 617,60 Aa 113558 Aa 64752 Aa 97291 Aa 739,58 Aa
TLB2 743,14 A a 1393,28 Aa 511,71 Aa 691,09 A a 1215,72 A a
TLB3 472,44 A a 744,69 A a 743,35 A a 1185,29 A a 901,87 Aa
TLB4 693,73 Aa 849,13 Aa 437,82 A a 94411 Aa 741,12 A a
TLB6 706,55 A a 1053,43 Aa 318,01 Aa 489,56 A a 698,58 A a
TLB9 41531 Aa 885,47 A a 184,07 B a 27428 B a 895,89 Aa
TLB12 388,83 B a 1026,50 A a 612,62 A a 496,97 A a 823,37 Aa
TLB14 854,63 Aa 974,77 A a 630,59 B a 684,25 B a 1563,42 A a
TLB15 838,05 Aa 1250,52 A a 492,66 A a 717,80 Aa 1042,98 A a
TLB17 407,28 A a 870,05 A a 465,34 A a 988,10 A a 856,73 Aa
TOD1 672,37 Aa 127101 Aa 600,96 A a 552,22 A a 850,33 Aa
TOD2A 839,64 A a 1078,44 A a 860,63 A a 687,34 Aa 705,86 A a
TOD2B 654,43 A a 870,03 Aa 380,18 Aa 623,57 Aa 899,24 A a
TOD3 686,39 A a 837,81 Aa 379,59 Ba 709,25 A a 1208,86 A a
Controle P. 668,59 A a 1126,09 A a 504,34 A a 875,39 Aa 734,64 Aa
Controle N. 560,14 A a 1025,65 A a 719,89 Aa 538,66 A a 849,43 A a
(CV%) 28,51 21,04 46,64 32,16 27,41
DMS 18,46 17,17 25,22 21,67 21,26

110 coleta, sem inoculacdo do patdgeno;
220 coleta, terceiro dia ap6s a inoculacéo do patégeno;
310 coleta, sem aplicacdo dos exsudatos;
%20 coleta, terceiro dia apds aplicagdo dos exsudatos;

>3° coleta, terceiro dia apés a inoculacio do patégeno;

Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista, presenga do patdgeno);

Controle N.: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno);

*Medias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Dados transformados por Vx+0, 1.

Solanki et al. (2011), trabalhando com formulagdes de cultura de seis isolados de
espécies Trichoderma (T. hamatum, T. asperellum e T. viride) contra podriddo radicular

causada por Rhizoctonia solani em tomateiro, verificaram que todos os isolados foram
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capazes de induzir a atividade de B-GASE, como também verificaram acimulo de fenois
totais, POX, PFO e FAL em plantas tratadas com Trichoderma.

De acordo com Akrami, Golzary e Ahmadzadeh (2011), varios fatores podem
interferir na eficiéncia dos agentes de inducédo bidticos, entre eles os fatores abioticos, como
umidade e pH do solo, substancias, particulas ou moléculas presentes no substrato
proveniente de outros organismos e altas temperaturas sdo consideradas importantes na
eficiéncia do indutor para a planta, para garantir o um bom desempenho dos isolados de
Trichoderma spp.

Enzimas de defesa como B-GASE possuem um papel de grande importancia no
processo de resisténcia, as quais exercem sua fungdo conjuntamente com quitinases, sendo as
principais hidrolases do mecanismo de defesa, contudo as quitinases ndo foram avaliadas
neste trabalho.

Dentre os isolados testados no presente trabalho, foi verificado que os isolados TI2,
TODL1 (T. harzianum), TLB15 (T. virens), TLB17 (T. koningiopsis) apresentaram capacidade
enddfitos nas raizes de feijoeiro e também no resultado significativo expresso na atividade
enzimatica B-GASE. Porém nas trocas gasosas, somente o isolado TM4 (T. virens) promoveu
um aumento na taxa de assimilacao liquida de CO, na fotossintese.

Essa interacdo por parte desses isolados na protecdo de plantas de feijoeiro com o
antagonista, ndo estdo muito bem esclarecidas, acredita-se que o Trichoderma spp., estimule a
planta ao equilibrio do seu arsenal enzimatico, em prol do seu beneficio, de forma que, a
planta ndo prejudique a relacdo simbidtica entre a interacdo Trichoderma spp. e planta, pois
acaso a planta ser estimulada a produzir enzimas de defesa, o Trichoderma provavelmente
seria prejudicado pela degradacao de sua estruturas e consequentemente sua morte celular.

Assim, o Trichoderma spp. pode ser considerando promissor contra antrachose no
feijoeiro, podendo o Trichoderma spp., ser considerar como um importante ativador desses
mecanismo de defesa das plantas, em relacdo a inoculacdo do patdgeno C. lindemuthianum no

feijoeiro.
4.3.1.5 Teor de clorofila
O teor de clorofila na folha do feijoeiro foi verificado efeito significativo entre o

tratamento de inoculacdo de semente na 22 avaliacdo, e no tratamento da aplicacdo dos

exsudato via foliar, para a 12 e 3% avaliacdo (Figura 10).
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Tabela 10. Teor de clorofila na folha de feijoeiro tratadas via semente ou pulverizacdo das
folhas com exsudato de isolados de Trichoderma spp.. TI1, TI3, TM1, TM2, TM3, TM4,
TLB9, TLB15 (Trichoderma virens); TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3
(Trichoderma harzianum); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17 (Trichoderma

koningiopsis); TOD2A, TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)
Teor de clorofila (ug cm?)

Isolados Tr_atamlento Sement_e , . Exsudat_o Viil Foliar __
12 Leitura 28 eitura 12 Leitura 28 Leitura 32 Leitura

TI1 41,27 Aa 37,30 Aa 36,90 Aa 38,92 Aa 35,35 Aa
TI2 40,17 Aa 3790Aa 38,27 Aa 39,00 Aa 38,07 Aa
TI3 40,40 A a 37,02Aa 3450Ba 39,77 Aa 38,05 Aa
Tl4 39,85Aa 35,30 Aa 36,12 Aa 38,52 Aa 3450Ahb
TM1 42,40 Aa 40,42 Aa 38,32 Aa 38,37 Aa 38,25 Aa
T™M2 3855 Aa 36,45 Aa 36,17 Aa 39,30 Aa 35,12 Aa
TM3 41,75 Aa 35,45B a 37,82Aa 40,10 Aa 36,70 Aa
TM4 40,65 A a 35,72Ba 38,65 Aa 40,12 Aa 32,65Bb
TLB2 3797 Aa 37,10 Aa 35,05Ba 39,97 Aa 30,95Bb
TLB3 39,75 Aa 3797 Aa 33,35 Aa 3792 Aa 35,17 Aa
TLB4 37,80 Aa 33,40 Aa 37,82 Aa 38,47 Aa 3250Bb
TLB6 42,12 Aa 38,60 Aa 38,90 Aa 38,72 Aa 32,05Bb
TLB9 38,92 Aa 37,77 Aa 38,52 Aa 37,87 Aa 3457 Ab
TLB12 41,75 Aa 39,92 Aa 3747 Aa 39,60 Aa 3247Bb
TLB14 41,67 Aa 39,40 Aa 37,12 Aa 36,62 Aa 3555 Aa
TLB15 40,15 Aa 36,62 Aa 37,07 Aa 37,12 Aa 33,056 Ab
TLB17 40,45 Aa 34,77B a 39,10Aa 39,82 Aa 41,35 Aa
TOD1 38,45 Aa 33,05Ba 38,72 Aa 39,22 Aa 33,62Bb
TOD2A 39,85Aa 34,05B a 37,20 Aa 39,60 Aa 3550 Aa
TOD2B 3992 Aa 34,60B a 39,15Aa 38,42 Aa 3725Aa
TOD3 39,90 Aa 36,55 Aa 38,80 Aa 40,27 Aa 35,75Aa
Controle P. 3755 Aa 3480Aa 38,00 Aa 38,17 Aa 35,85 Aa
Controle N. 41,05Aa 35,70B a 36,00B a 40,30 Aa 3435Bb
(CV%) 3,33 5,58 3,52 3,58 5,29
DMS 0,54 0,89 0,57 0,59 0,83

110 coleta, sem inoculagdo do patdgeno;

220 coleta, terceiro dia apés a inoculagéo do patégeno;

310 coleta, sem aplicacdo dos exsudatos;

%20 coleta, terceiro dia ap6s aplicagdo dos exsudatos;

>3° coleta, terceiro dia ap6s a inoculacéo do patégeno;

Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patdgeno);

Controle N.: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patdgeno);

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Dados transformados por \x+0,1.

Para o tratamento de Trichoderma spp., pela inoculacdo via semente, é possivel
verificar que os isolados TM3, TM4 (T. virens), TLB17 (T. koningiopsis); TOD1 (T.
harzianum) e TOD2A, TOD2B (T. longibrachiatum), apresentaram reducdo do teor de
clorofila para a 22 avaliacdo (terceiro dia ap6s inoculagdo do patégeno), em comparagcdo com
a 12 avaliagdo (sem inoculacdo do patdgeno). Os efeitos entre os diferentes isolados de

Trichoderma spp., ndo apresentaram resultados significativos nos teor de clorofila. Entretanto,
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o teor de clorofila diminuiu apds a inoculagdo do patégeno C. lindemuthianum nas plantas de
feijoeiro.

O teor de clorofila apresentado através da aplicacdo dos exsudato via foliar apresenta
diferenca significativa para a 12 avaliacdo (sem aplicacdo dos exsudatos), sendo possivel
verificar os isolados TI3 (T. virens) e TLB2, TOD1 (T. harzianum), apresentando teores de
clorofila maior quando comparado aos isolados TM4 (T. virens), TLB2, TLB, (T. harzianum)
e TLB6 (T. asperellum) da 3? avaliacdo (terceiro dia ap6s aplicacdo dos exsudatos), 0 mesmo
ndo aconteceu com a testemunha negativa, indicando que esta reducdo pode nao ser
estimulada pela presenca dos isolados, acima citados.

Alguns fatores podem influenciar o desempenho das plantas de feijoeiro, em relagéo
aos efeitos dos parametros da fotossintese, podendo ter influéncia para as condicdes
favoraveis, tais como: umidade e temperatura para o desenvolvimento da cultura, como
também a disponibilidade de &gua no substrato em funcdo do molhamento diéario, como a
irrigacéo.

Shoresh e Harman (2008), trabalhando com aumento na taxa respiratoria e
fotossintética, em plantas de milho inoculadas com T. harzianum, verificaram que além de ter
promovido indugdo de resisténcia e aumento no crescimento das plantas. Atribuido ao
metabolismo de carboidratos e fotossintese, maior acimulo de amido e impulsionando o
crescimento conferido pela colonizagao radicular pelo Trichoderma.

Trabalhos ainda sdo escassos na literatura envolvendo os parametros das trocas
gasosas, necessitando da realizacdo de novos trabalhos, para obtencdo de resultados que
diferem o fungo Trichoderma como promovedores e beneficiadores que diz respeito a
fisiologia da planta.

4.3.1.6 Severidade de antracnose

A severidade de antracnose em plantas de feijoeiro através do tratamento de diferentes
isolados de Trichoderma spp., realizados pela inoculacdo via semente e aplicacdo dos
exsudato via foliar, ndo apresentaram diferenga significativa na interagdo dos isolados
avaliados entre o efeito da forma de aplicacao testados, como demonstra a Tabela 11.

De modo geral, os isolados TI2, TI4, TLB4 (T. harzianum) e TOD2B (T.
longibrachiatum) apresentaram baixa ocorréncia da doenca, porém nos isolados TI3 (T.

virens) e TOD2A (T. longibrachiatum) foi possivel verificar uma maior severidade nas
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plantas, em ambos no tratamento de Trichoderma spp. na inoculagdo via semente como

também na aplicacéo dos exsudato via foliar nas plantas de feijoeiro.

Tabela 11. Severidade de antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum em plantas
de feijoeiro tratadas via semente ou pulverizacdo das folhas com exsudato de isolados de
Trichoderma spp.. TI1, TI3, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB9, TLB15 (Trichoderma virens);
TI2, TI4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1, TOD3 (Trichoderma harzianum); TLB6
(Trichoderma asperellum); TLB14, TLB17 (Trichoderma koningiopsis); TOD2A, TOD2B
(Trichoderma longibrachiatum)

Severidade da antracnose (%)

Isolados Tratamento de Semente ™ Exsudato Via Foliar ™
TI1 0,49 244
TI2 0,86 0,67
TI3 2,15 2,26
T4 0,59 0,48

T™M1 1,68 0,57
TM2 1,04 0,30
TM3 0,39 1,12
TMA4 0,21 2,08
TLB2 2,52 0,39
TLB3 1,23 0,97
TLB4 0,95 0,21
TLB6 1,77 1,04
TLB9 1,12 0,21

TLB12 0,76 1,77

TLB14 1,31 1,05

TLB15 0,30 1,98

TLB17 2,33 0,78

TOD1 2,06 1,03
TOD2A 2,26 3,08
TOD2B 0,39 0,69

TOD3 1,77 1,21

Controle P. 0,66 0,95
Controle N. 1,71 1,88

(CV%) 66,57 59,72

DMS 1,77 1,57

" Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Dados transformados por Vx+0,1. Controle P.: controle positivo (auséncia de Trichoderma
spp., presenca do patdgeno); Controle N.: controle negativo (auséncia de Trichoderma spp.,
auséncia do patogeno).

A antracnose apresentou baixa severidade na casa de vegetacdo, apresentando
sintomas antes mesmo da inoculagdo do patdgeno, possivelmente introduzido via sementes

que utilizadas no experimento, as quais estavam contaminadas por esporos do patégeno. As
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condicBes do ambiente, tais como temperatura amena (13 a 25 °C), periodo de molhamento
como chuva e orvalho (periodo de irrigagdo), ventos para disseminacdo da infeccédo
(exaustor), e suscetibilidade da cultivar, foram favoraveis para o desenvolvimento da
antracnose nas plantas de feijoeiro, apresentando sintomas pouco distribuidos nas plantas.

Entre os isolados testados neste trabalho, 17 isolados de Trichoderma spp. foram
utilizados por Broetto (2013), para avaliar o controle de Macrophomina phaseolina em
plantas de feijoeiro. A autora verificou que os isolados TLB2, TLB3, TLB12 (T. harzianum) e
TLB17 (T. koningiopsis) apresentaram protecdo eficiente do feijoeiro contra M. phaseolina.
Além disso, os isolados TM1, TM3 (T. virens), TLB2, TLB3, TLB12 (T. harzianum) e
TLB17 (T. koningiopsis) foram bons promotores de crescimento do feijoeiro, como também
no aumento da producdo por planta, com destaque para o isolado TLB12 (T. harzianum),
porém com excecao do isolado TLB2 (T. virens), ndo conferindo aumento na producéo.

O mesmo foi relatado por Pedro (2012a), testando o efeito de isolados de Trichoderma
spp. em diferentes concentracdes de 0,5%, 1%, 1,5% e 2% (peso:volume), na severidade de
C.lindemuthianum em feijoeiro. Ndo houve diferenca significativa entre as doses de 0,5 a 1%
e 1,5 a 2%, quando comparados os resultados das diferentes concentragdes ao controle.
Entretanto, o autor relata que a severidade reduziu gradualmente em funcdo do aumento das
concentragdes dos isolados incorporado no substrato, sendo que a todas as concentragdes
aplicadas conferiu protecdo contra C. lindemuthianum em feijoeiro acima de 25%, mas a
maior concentracdo (2%) protegeu a incidéncia de severidade das plantas em 96%.

Silva et al. (2011) trabalhando com 60 isolados de Trichoderma na promocao do
crescimento e na inducdo de resisténcia sistémica a antracnose (Colletotrichum lagenarium)
em pepineiro, observou que 10 isolados da espécie T. harzianum foram eficientes na protecéo
contra antracnose, tendo reducdo na severidade da doenca de 56 a 85%. No mesmo trabalho,
0s autores relatam que, as espécies T. asperellum, e T. atroviride, sdo isolados que se
destacaram como indutores de resisténcia contra C. lagenarium e conferiram protecdo a
pepineiro de 56,36 a 87,30% respectivamente.

Apesar da importancia do Trichoderma sp. e as pesquisas voltadas para inducdo de
resisténcia, pouco se compreende a relagdo da interagdo microrganismo-planta deste fungo no
feijoeiro, pelo fato da escassez de trabalhos envolvendo os mecanismos pelos quais o
Trichoderma sp. interage, ativando os sistemas de defesa bioquimicos das plantas. Porém

varias hipéteses foram apresentadas, mas pouco delas tém sido convincente, a qual avaliada
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através de investigagbes quimicas e citologicas dos tecidos vegetais desafiados por esses
agentes fungicos (HANSON; HOWELL, 2004).

O manejo com Trichoderma spp. ndo pode ser descartado e requer maiores estudos
nesse patossitema. Diversos trabalhos vém sendo realizados visando ampliar o conhecimento
dos mecanismos de acdo pelo biocontrole com Trichoderma sp. em diversas culturas.
Acredita-se, na medida em que vai se conhecendo o potencial destes mecanismos na interacao
com as plantas e os microrganismos, levam a expectativas quanto a sua utilizacdo na

agricultura, além de contribuir na preservacdo do meio ambiente.
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5 CONCLUSOES

1 - Os isolados T12, TI4, TLB3, TLB12 (T. harzianum); TI13, TM2 (T. virens); TLB6
(T. asperellum); TLB14 e TLB17 (T. koningiopsis) sdo considerados como muito eficientes e
os isolados TI1, TM4, TLB9 TLB15 (T. virens); TLB2, TLB4, TOD1, TOD3 (T. harzianum);
TOD2A, TOD2B (T longibrachiatum) sdo considerados como eficientes no confronto direto
contra C. lindemuthianum.

2 - Os isolados TI1, TM1, TLB15 (T. virens); TI2, TLB3, TLB4, TLB12, TOD1,
TOD3 (T. harzianum); TLB6, (T. asperellum); TLB14, TLB17 (T. koningiopsis); TOD2B (T
longibrachiatum) suprimiram a atividade de p-1,3-glucanase no tecido foliar, sendo
considerados supressores para inducdo da defesa das plantas de feijoeiro.

3 - Os isolados de Trichoderma spp., TI2, TI4 (T. harzianum); TM4, TLB2, TLB9,
TLB15, TOD1 (T. virens); TLB17 (T. koningiopsis) colonizaram as raizes de feijoeiro,
conferindo a capacidade endofitica do microrganismo.

4 - A atividade das enzimas de defesa na inducdo de resisténcia de feijoeiro tratado
com Trichoderma spp. para protecdo a C. lindemuthianum ndo demonstraram grandes
alteracdes.

5 - Os isolados ndo alteraram o teor de clorofila.

6 - Os isolados ndo interferiram na taxa de assimilacéo liquida de CO5,

7 - A incidéncia de severidade de antracnose em plantas de feijoeiro, ndo apresentou
diferenca significativa por meio do tratamento via semente/solo e pulverizacdo dos exsudato

via foliar na interacdo dos isolados de Trichoderma spp. avaliados.
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