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RESUMO

Stefanello, Vanessa, F. V. Universidade Estadual do Oeste do Parand, junho de 2015.
Antagonismo a Colletotrichum lindemuthianum e ativagdo de mecanismos de defesa em
feijoeiro comum desencadeados por Trichoderma spp. Orientador: Odair José Kuhn. Co-

orientador: José Renato Stangarlin.

O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo do Trichoderma spp. e seus filtrados como agente de
biocontrole da antracnose e indutor de resisténcia em feijoeiro. Conduziram-se dois
experimentos in vitro, onde foi realizado teste de germinagdo de conidios de Colletotrichum
lindemuthianum ap6s tratamento com filtrados de Trichoderma spp., e o teste de confronto
direto de culturas de 21 isolados de Trichoderma spp. frente a esse patégeno também
conduziu-se dois experimentos in vivo: no primeiro se imp6s os tratamentos a base de
Trichoderma no feijoeiro inoculado via semente; ja no segundo experimento a aplicacdo dos
tratamentos se deu por meio de pulverizacdo foliar de filtrados de Trichoderma spp. Para 0s
experimentos in vivo realizaram-se coletas de folhas para analises bioquimicas, no qual houve
duas coletas para o experimento cujos tratamentos foram via semente (aos 15 dias apds a
emergéncia foliar e trés dias apds a inoculacdo do patdgeno). Ja para o experimento aos quais 0s
tratamentos foram via pulverizagéo foliar de filtrados de Trichoderma, realizaram-se trés coletas,
(a primeira sem a aplicacdo do tratamento, a segunda realizada trés dias ap06s a pulverizacdo dos
filtrados e a terceira coleta realizada trés dias apos a inoculagdo do patdgeno). Determinou-se a
atividade de polifenoloxidase (PFO), peroxidase (POX) e fenilalanina amonia-liase (FAL), e
foram avaliados os teores de proteinas totais, fendis totais, lignina e a severidade da antracnose
apos os tratamentos a base de Trichoderma para ambos 0s experimentos. Para o teste de
germinacdo de conidios de C. lindemuthianum, os filtrados dos isolados TM1, TI1 e TOD1
reduziram a germinacdo em, 33%, 38% e 61% respectivamente. No confronto direto
percebeu-se que os isolados inibiram o crescimento do patégeno. Para a atividade de PFO em
tratamentos via semente, os isolados TLB12, TOD1 e TOD2B causaram aumento da mesma
apo6s o desafio com o patégeno, enquanto que no tratamento via pulverizacdo foliar de
filtrados de Trichoderma ndo foi observada diferenca significativa. A atividade de POX em
feijoeiro tratado na semeadura, para o tempo 1 ndo observou-se diferenca entre 0s
tratamentos, ja& no tempo 2 alguns isolados tenderam a suprimir a atividade enzimatica,
enquanto que para as plantas tratadas via pulverizacdo foliar nota-se tendéncia de supressdo

enziméatica da POX no tempo 2 ocasionada por alguns filtrados em relacdo ao controle



positivo. A atividade enzimatica de FAL e os teores de proteinas sollveis totais tanto na
aplicacdo dos tratamentos via semente quanto via pulverizagcdo foliar em feijoeiro néo
acarretou em diferenca significativa. Para os teores de fendis totais e de lignina os tratamentos
a base de Trichoderma via semeadura e via pulverizacao foliar ndo promoveram incremento
dos mesmos em feijoeiro. J& a severidade em feijoeiro tratado apresentou-se no geral baixa,

tornando estes dados imprecisos.

PALAVRAS-CHAVE: inducdo de resisténcia; controle alternativo; Controle biologico;

filtrados.



ABSTRACT

Stefanello, Vanessa, F. V. Universidade Estadual do Oeste do Parand, junho de 2015.
Antagonismo a Colletotrichum lindemuthianum e ativagdo de mecanismos de defesa em
feijoeiro comum desencadeados por Trichoderma spp. Orientador: Odair José Kuhn. Co-

orientador: José Renato Stangarlin.

The objective of the work was to evaluate the action of Trichoderma spp. and its filtered as
biocontrol agent of anthracnose and resistance inducer in beans. Were conducted two
experiments in vitro, where were made a germination test of Colletotrichum lindemuthianum
conidium after the treatment with Trichoderma spp. filtered, and the direct confrontation test
of 21 cultures isolated from Trichoderma spp. agains this pathogen were also conducted two
experiments in vivo: on the first imposed treatments in base of Trichoderma in the beans
inoculated via seed; on the second experiment the treatments aplication were made through
foliar spray of filtered medium of Trichoderma spp. For the experiments in vivo were realized
sheets collects for biochemical analysis, in which there were two collects for the experimente that
were treated via seed (15 days after the foliar emergency and three days after the pathogen
inoculation). Whereas for the experiment which the treatments were via foliar spray of filtered
medium of Trichoderma, were realized three collectings, (the first without the treatment
aplication, the second three days after the filtered pulverization and the third collect realized three
days after the pathogen inoculation). Were determined the polyphenoloxidase activity (PFO),
peroxidase (POX) and phenylalanine ammonia lyase (FAL), and were evaluated the total protein
content, total phenols, lignin and the severity of anthracnose after treatments in base of
Trichoderma for both experiments. For the germination test of C. lindemuthianum, conidium the
filtered from the isolated TM1, TI1 and TOD1 reduced the germination in, 33%, 38% and 61%
respectivily. In direct confrontation were realized that the isolated inhibited pathogen growth.
For the PFO activity in via seed treatment, the isolated TLB12, TOD1 and TOD2B caused an
increase thereof after challenge with the pathogen, while the treatment via foliar spray of
Trichoderma filtered were not observed significant difference. The POX activity in beans
treated at sowing, for the time 1 weren’t observed difference between the treatments, whereas
in the time 2 some isolated tended to suppress the enzymatic activity, while for plants treated
via foliar pulverization notes the tendency to enzymatic suppression of POX in time 2 caused
by some filtered in relation to the positive control. The FAL enzymatic activity and the total

soluble protein contents both in the aplication of the treatments via seed and via foliar



pulverization in beans didn’t result in significant difference. For the total phenol contents and
lignin the treatments in base of Trichoderma via sowing and via foliar pulverization didn’t

promote an icrease of the same in beans. The severity in treated beans presented in general
low, making these inaccurate data.

KEY WORDS: resistance induction, alternative control, biologic control, filtered.
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1 INTRODUCAO

O feijdao (Phaseolus vulgaris L.) é ingrediente essencial na dieta alimentar do
brasileiro, por possuir uma boa fonte de proteina. Considerando o género Phaseolus, o
Brasil € o maior produtor de feijdo possuindo uma producéo de 3,44 milhGes de toneladas na
safra 2013/2014 (CONAB, 2014). Um problema que afeta a producdo do feijdo e seus
aspectos econémicos é o surgimento de doencas, as mesmas podem ser ocasionadas
por fungos, virus, nematoides e bactérias, dependendo da influencia ambiental (FAGERIA;
STONE, 1999).

Entretanto, dentre as doengas de interesse destaca-se a antracnose causada por
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (Colletotrichum lindemuthianum (Saccardo & Magnus)
Briosi & Cavara (1989). E uma das doencas de maior importancia da cultura do feijoeiro,
podendo causar danos de até 100% (BIANCHINI et al., 2005). Os sintomas tipicos desta
doenca sdo lesbes necrdticas de coloragdo marrom-escura nas nervuras na face inferior da
folha e lesdes produzidas nas vagens (BIANCHINI et al., 2005). O controle pode ser feito
pelo uso de sementes sadias, cultivares resistentes, rotacdo de cultura e o tratamento com
quimicos (PAULA JUNIOR et al., 2008).

Porém a utilizacdo exessiva de agrotdxicos vem sendo amplamente discutida,
devido aos danos que podem provocar a saude humana, animais e ambiente ocasionando a
contaminacdo do solo e dos recursos hidricos (BOZIKI; BEROLDT; PRINTES, 2011).

Neste caso, uma alternativa para reduzir a utilizacdo de agroquimicos para o
controle de doencas de plantas, € fazer uso do biocontrole podendo ser utilizado o controle
biolégico natural ou se realizando a introducdo de um agente antagonista (BETTIOL;
MORANDI, 2009; ALMEIDA, 2009). Sendo um antagonista potencial o Trichoderma spp.
que é o agente de controle biolégico de doencas de plantas mais estudado e utilizado nos
paises da América Latina (BETTIOL et al.,, 2008). Segundo Gauch (1996) entre as
habilidades do Trichoderma spp. esté a capacidade de inducéo de defesa do hospedeiro.

Na inducdo de defesa, sabe-se que 0os mecanismos nas plantas séo ativados ou por
indugdo do antagonista ou apenas na presen¢a do patdgeno o que acarreta em beneficios
para planta (KUHN, 2007). Dentre os produtos sintetizados pelo metabolismo da planta para
defesa contra patdgenos estdo as enzimas. Em vista disso o0 objetivo do presente estudo foi

avaliar a acdo de isolados de Trichoderma spp. e seus filtrados como agente de biocontrole
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da antracnose e inducdo de resisténcia em feijoeiro. Para isso, objetivou-se: 1° avaliar o
efeito dos filtrados de Trichoderma spp. sobre a germinacdo dos conidios do patdgeno ; 2°
avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. em inibir o desenvolvimento de C.
lindemuthianum; 3° investigar o potencial do antagonista em induzir resisténcia em

Phaseolus vulgaris.

2 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

21 ACULTURA DO FENOEIRO

O feijoeiro € pertencente a familia Leguminosae, ao género Phaseolus L. e a
espécie Phaseolus vulgaris L. é de vital importancia por compor 22% de proteina na
semente além de 60% de carboidratos e de ser rico em ferro, lipideos e sais minerais
(WANDER; RAMALHO; ANDRADE, 2005). A taxa elevada de tais componentes se da ao
fato da mesma conter um contetido reduzido de gua (10%-15%) (SANTOS; GAVILANES,
2006).

Apesar de controversas se relata que o feijdo-comum teve dois centros principais de
origem e domesticacdo e um terceiro de menor expressividade (DEBOUCK, 1991, ANGIOI
et al., 2010). A primeira classificagdo dos centros de origem do feijoeiro e das racas contidas
foi proposta por SINGH et al. (1991). Sendo, portanto a América Central o primeiro local de
diversificacdo com destaque para 0 México que foi onde se deu origem a cultivares de graos
pequenos como o “Carioca”, tais espécies foram subdivididas em trés racas: Durango,
Jalisco e Mesoamericana. O segundo centro esta localizado no Sul dos Andes, mais
especificamente ao norte da Argentina e ao Sul do Peru, onde se originou as cultivares de
grdos maiores, sendo que os feijoes pertencentes ao centro de origem Andino também foram
ramificados em trés racas: Nova Granada, Peru e Chile (SINGH et al., 1991). A terceira area
de domesticacdo e também de menor relevancia localiza-se na Colémbia, provavelmente
intermediaria entre as duas primeiras, como se relata em estudos com a faseolina que é a
principal proteina do feijao (SANTOS; GAVILANES, 2006).

Ressalta-se também a ocorréncia de outros centros secundarios como os localizados
na América do Sul, Europa, Asia e Africa originadas a partir dos trés centros principais
anteriormente mencionados, é um dos principais fatores que permitiram o surgimento de

diversas racas selvagens da espécie Phaseolus vulgaris L., embora também seja uma das
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causas da dificuldade de localizagdo exata dos locais de domesticacdo desta cultura
(FREITAS, 2006; CHEN et al., 2010).

O feijoeiro de maneira geral possui uma fase de crescimento determinado, isto €, a
emissdo e alongamento foliar cessam pelo advento das flores, e indeterminado, pois também
é constatado que a plantas de feijoeiro apresentando o processo de crescimento apos a
floracdo (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007). Possui um sistema radicular complexo
onde raizes secundarias e terciarias surgem a partir da primaria que tem origem do embrido,
o caule é herbaceo classificado morfologicamente como haste que por sua vez é revestido de
uma coloracéo e pilosidade caracteristica de acordo com o estadio de desenvolvimento da
planta. E uma espécie herbacea, trepadeira ou rasteira, cujo ciclo de vida varia de 65 a 120
dias, dependendo da cultivar utilizada e das condicdes ambientais e época de cultivo
(GONCALVES, 2008). Segundo a Conab (2014) o Brasil, india, China, Myanmar e México
s&o 0s cinco maiores produtores, representando mais de 65% da producdo mundial de feijao.

Em geral o consumo deste alimento no Brasil esta relacionado a aspectos culturais e
historicos, o feijao-comum ¢é tradicional na culinaria diaria do brasileiro com significativo
papel social, 0 seu consumo per capita no pais € 0 mais alto do mundo, apesar do mesmo ter
diminuido nas ultimas trés décadas situando-se nas décadas de 1970, 1990 e 2001 em torno
de 23-24 kg/habitante/ano, 16,2 kg/habitante/ano e 14,9 kg/habitante/ano respectivamente
(FERREIRA et al., 2006). E provavel que a mudanca de hébitos alimentares, esta
intimamente relacionada ao advento do fast food e a elevada variacdo na oferta do produto
fato este que reflete o descaso de 6rgdos competentes para com a agricultura, a falta de
planejamento e precariedade na orientagdo técnica (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007).

No Brasil o cultivo do feijao-comum € bastante amplo, sendo o pais uma das
maiores poténcias agricolas mundiais, possuindo importancia no cultivo tanto de grandes
como de pequenas propriedades. A producdo nacional se localiza nos Estados do Parana,
Minas Gerais, Bahia, Ceara, S&o Paulo, Goiés, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Pernambuco e Para. Apesar disso, a producdo nacional ndo € suficiente para abastecer o
pais, necessitando importar este produto de outros paises como América Latina e Estados
Unidos (BOREM; CARNEIRO, 2006, EMBRAPA, 2014).

De acordo com Salgado (2007), no Brasil ha um numero significativo de gendtipos
com caracteristicas particulares e dos mais variados grupos, sendo que destes o feijao
carioca tem maior aceitacdo no mercado interno e é o tipo de grdo mais semeado no pais.

Um problema que tem afetado a producéo de feijdo e seus aspectos econdmicos é o

surgimento de doengas que podem depreciar a qualidade do grédo e causar reducdo da
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produtividade, as mesmas podem ser causadas por fungos, virus, nematoides, bactérias e
pragas, dependendo também da influencia ambiental, acidez do solo, disponibilidade hidrica e
condicdo nutricional da cultura (FAGERIA; STONE, 1999).

Dentre os microrganismos com potencial em patogenicidade os fungos sédo 0s
principais causadores de doengas, como consequéncia do amplo nimero de espécies
envolvidas e da eficiéncia dos mecanismos de penetragdo (SNOWDON, 1990).

Mais de duzentos patdgenos entre fungos, procariotos, virus e nematoides, tém sido
relatados ocorrendo durante o ciclo de vida da cultura, limitando a produtividade ou
reduzindo a qualidade sanitéria, fisioldgica ou nutricional do feijdo (RAVA; SARTORATO,
1994).

2.2 ANTRACNOSE- Colletotrichum lindemuthianum

O agente causal da antracnose do feijoeiro € o Colletotrichum lindemuthianum
sendo este a fase assexual e imperfeita, a fase sexual é considerada como perfeita
corresponde ao ascomiceto Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. Este fungo também pode
ser patogénico a outras espécies de leguminosas como a P. lunatus, P. acutifolius, P.
coccineus, Vigna unguiculata e Vicia faba. O micélio é septado e ramificado, com conidios
hialinos, unicelulares, podendo se apresentar-se de forma oblonga e cilindrica, com massa de
esporos formada em acérvulos (BIANCHINI et al., 2005). E uma das doencas de maior
importancia da cultura do feijoeiro, podendo causar danos de ate 100%, é cosmopolita, por
este motivo ocorre em ambientes de temperatura baixa a moderada entre 13 e 27 °C, com
Otima a 21 °C combinadas com umidade de aproximadamente 91% (BIANCHINI et al.,
2005).

Em condicOes ideais os conidios germinam de seis a nove horas formando tubo
germinativo e apressorios que penetram mecanicamente através da cuticula e epiderme do
hospedeiro, com surgimento dos sintomas seis dias apos a infeccdo (SARTORATO; RAVA,
1994; BIANCHINI et al., 2005).

A antracnose é mais severa quando a mesma é detectada no inicio do plantio
(PASTOR-CORRALES; TU, 1994). Os sintomas tipicos da antracnose séo lesdes necréticas
de coloragdo marrom-escura nas nervuras na face inferior da folha e lesGes produzidas nas
vagens (ROSOLEM; MARUBAYASHI, 1994), os mesmos podem ser visualizados
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nitidamente em qualquer 6rgdo da parte aérea da planta, dependendo do indculo e
intensidade da doenca. As lesdes no caule e peciolo possui em geral forma eliptica,
deprimidas e escuras podendo aprofundar-se nos tecidos em condi¢des que favorecam o
patogeno, dependendo da disponibilidade ambiental surge no centro das lesées uma massa
de esporos denominada mucilagem de coloracdo résea (JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

No Brasil, mais de 50 ragas de C. lindemuthianum foram identificadas, embora
durante os ultimos anos as racas 65, 73 e 81 foram mais observadas (SILVA et al., 2007). O
patogeno sobrevive de um cultivo a outro como micélio dormente dentro do tegumento da
semente, nas células dos cotilédones, na forma de esporos, ou em restos de culturas, a
transmissdo a longa distancia é feita pela semente contaminada, e a curta distancia pelos
respingos da agua de chuva ou de irrigacdo que carregam o0s esporos, sendo esta a principal
via de sobrevivéncia e disseminacao do patdgeno (EMBRAPA, 2002).

No entanto a utilizacdo dos agrotéxicos vem sendo amplamente discutido, devido a
possiveis danos a salude humana e ao ambiente natural. As principais substancias quimicas
atualmente utilizadas como agrotdxicos surgiram durante a primeira guerra mundial sendo
empregados também durante a segunda guerra, com isso, os venenos “modernos” foram
modificados para serem aplicados nas lavouras (MORANDI; BETTIOL, 2009).

Os agrotoxicos séo os principais poluentes na agricultura atual, os quimicos nédo se
limitam a um determinado local, apesar de serem aplicados em uma area determinada, pois
0s mesmos sdo carregados pela acdo da chuva, do vento ou de interferéncias antropicas
(PESSOA, 1999). Com o grande consumo de agrotoxico, surge o problema da contaminacgéo
do solo e dos recursos hidricos (BOZIKI; BEROLDT; PRINTES, 2011).

Outra maneira de se obter o controle da antracnose no feijoeiro é o uso do controle
alternativo e do controle biologico, que visam o manejo de patdgenos pelo uso de extratos

de plantas, caldas obtidas por fermentacdo ou inimigos naturais.

2.3 CONTROLE BIOLOGICO

O uso indiscriminado de agrotoxicos nas lavouras € um dos principais problemas da
agricultura atual. Esta pratica desencadeia uma serie de fatores negativos tais como:
contaminacdo dos alimentos, do solo e dos recursos hidricos, sendo também fonte de
intoxicacdo de pessoas e de animais, além de ser responsavel por desencadear resisténcia de

pragas, de patdgeno e de plantas invasoras (SOUSA et al., 2012).
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A conscientizagdo dos impactos que a utilizagdo em demasia de agrotoxicos na
agricultura causa na natureza e em toda a cadeia tréfica vem alterando o cenério agricola,
aumentando a consiéncia dos consumidores e resultando em mercados de alimentos
produzidos de maneira mais sustentavel. Das ferramentas que estdo sendo empregado para
se reduzir o uso de quimicos é o controle alternativo ou bioldgico, que pode se dar tanto de
maneira natural ou pela introducdo de um agente antagonista (BETTIOL; MORANDI, 2009;
ALMEIDA, 2009).

Historicamente, o controle bioldgico foi relatado ja no século 1ll a.C., quando 0s
chineses observaram que as formigas predadoras reduziam as populagdes de pragas dos
citros, tempos depois em 1602 a descoberta de Aldrovandi, que relatou o parasitismo da
lagarta-das-cruciferas por Apanteles glomeratus, considerado este como o primeiro registro
do controle biologico com parasitoides (BERTI FILHO; CIOCIOLA, 2002; NAVA, 2007).

O primeiro pesquisador a conceitua-lo foi Harry S. Smith em 1919 em uma reuniéo
de entomologistas para se referir ao uso de inimigos naturais no controle de pragas de
culturas agricolas (BERTI FILHO; CIOCIOLA, 2002).

De acordo com Batista Filho (2006), o controle biologico pode ser definido como a
acao de organismos que mantém a populagdo de outros organismos considerados pragas ou
doengas, em um nivel menor do que ocorreria Sem a sua presenca.

O controle bioldgico faz uso de mecanismos que propiciam um ambiente favoravel
aos antagonistas e a resisténcia de plantas hospedeiras ou ambas, sendo também utilizado
para fins de melhoramento de planta visando aumentar a resisténcia ao agente patogénico ou
ate mesmo adequar o hospedeiro para atividades antagbnicas de microrganismos, que em
geral sdo agentes saprofitos, linhagens ndo patogénicas ou até mesmo outros organismos que
proporcione beneficios em potencial. Sendo, portanto a definicdo de maior simplicidade de
controle biol6égico, como: “O controle de um microrganismo através de outro
microrganismo” sendo aceita por diversos fitopatologistas (BETTIOL; GHINI, 1995).

Segundo Moraes (1992), na denominacdo generalizada de controle alternativo
inclui-se também o termo controle bioldgico e controle induzido, tal pratica é conhecida por
ndo fazer uso de defensivos agricolas, mais também podendo ser empregado em conjunto

com o controle quimico e outras praticas culturais de rotina.
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2.4 Trichoderma spp.

E um fungo imperfeito Deuteromiceto, subclasse Hifomiceto, ordem Monialiales,
familia Moniliaceae, 0 mesmo produz conidios em abundancia a partir de conidiéforos que
se originam diretamente de hifas (MELO 1998; SAMUEL, 1996). Este Deuteromiceto é
natural de solo rico em matéria organica, € um micoparasita necrotrofico eficaz no controle
de inimeros fungos fitopatogénicos, principalmente 0s que possuem estruturas de resisténcia
consideradas dificeis de serem atacadas por microrganismos (MELO, 1996).

O Trichoderma sp. é o agente de controle bioldgico de doencas de plantas mais
estudado e utilizado nos paises da América Latina, se destacando entre 0s microrganismos
por possuir potencial antagbnico (BETTIOL et al., 2008). No Brasil teve inicio em 1950,
quando Foster descreveu sobre o potencial dos filtrados na inativacdo do virus do mosaico
do fumo. (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Os fungos de género Trichoderma spp. caracterizam-se por se relacionar com o
agente patogénico por mecanismos como antibiose, competicdo, parasitismo, predacdo e
inducdo de defesa do hospedeiro (GAUCH, 1996). A antibiose pela sintese de substancias
micoparasiticas e antibioticas que sdo potencialmente toxicas a fitopatdgenos competem
com o0s outros microrganismos pelos nutrientes disponiveis no ambiente de acéo
(ARGUMEDO-DELIRA et al., 2009).

Alem disso, sdo considerados saprofitos potentes e eficientes por agirem como
antagonistas de alguns patégenos de grande importancia econémica, e também por
interferirem no metabolismo das plantas promovendo acréscimo no crescimento (RESENDE
etal., 2004).

2.5 INDUCAO DE RESISTENCIA

A ativacdo do processo de defesa é desencadeada quando uma molécula elicitora se
liga ao receptor na célula vegetal, ou seja, na tentativa do patdgeno penetrar no hospedeiro,
ou ate mesmo quando um inseto agride a superficie do tecido vegetal, moléculas liberadas

destes organismos, sejam elas exsudatos de fungos ou bactérias, ou mesmo saliva de inseto.
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Essas moléculas sdo reconhecidas por proteinas receptoras de membrana, sendo
desencadeado o envio de um sinal primario, que ativam 0s mensageiros secundarios, que
amplificam o sinal e determinam um padrdo de resposta ativando mecanismos de defesa que
atuardo diretamente contra as atividades do patogeno (LEITE, 1997). Essa caracteristica das
plantas permite com um elicitor adequado induzir as defesas das plantas antes mesmo que 0s
patdgenos alcancem sua superficie.

Em fitopatologia, resisténcia é regra e susceptibilidade é excecdo (AGRIOS, 2005),
se ndo fosse desta maneira provavelmente a escassez de produtos sadios e viaveis seria tao
grande, que com certeza o acesso da populacdo em relagdo a alimentacdo estaria ainda mais
comprometido, levando em consideracdo os custos de producdo que seriam ainda maiores.
Apesar das plantas ndo possuirem sistema imunoldgico como nos animais, elas sdo capazes
de se defender de ataques indesejaveis de patdgenos, apresentando diversas respostas a
estresses bidticos e abidticos (PASCHOLATI, 2003).

O fenbmeno da inducgdo de resisténcia em plantas a patdgeno ja é conhecido desde
0 inicio do século XIX (MULLER; BORGER, 1940), a partir deste trabalho pioneiro foi
possivel verificar que tubérculos de batatas previamente inoculados com um isolado nédo
agresivo de Phytophthora infestans, expressavam resisténcia quando desafiados com um
isolado agressivo.

A eficiéncia das plantas ao se defenderem de ataques de insetos, pragas e
fitopatdgenos ocorre pelos mecanismos existirem em multiplicidade, a resisténcia natural de
plantas a patdgenos baseia-se em barreiras e mecanismos ja existentes, independente da
chegada do patdgeno ao sitio de infeccdo. (BARROS et al., 2010).

Contudo, as plantas possuem outras formas de se defenderem de ataques, que se
mostram ainda mais eficientes e que podem permanecer inativos ou latentes, sem que sua
presenca seja notada, expressando-se apenas no momento de ameaca eminente, isso apos a
exposicdo do tecido vegetal ao agente de inducdo (BONALDO; PASCHOLATI,
ROMEIRO, 2005). Neste caso, a resisténcia € induzida, pois as plantas percebem a agressao,
ativam suas defesas e se adaptam, oque permite sua sobrevivéncia, mais devido ao enorme
gasto energético reduzem seu potencial produtivo (BARROS, et al. 2010).

Atualmente visa-se a protecdo de plantas com uma menor utilizacdo de insumos
toxicos, sendo reforcada a busca por produtos alternativos visando o controle de doencas, 0s
indutores de resisténcia se destacam pela sua eficiéncia no controle de doencas de plantas e

serem praticamente atoxicos, ndo deixando residuos que causam danos a saude humana, dos
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animais e do meio ambiente (RESENDE et al., 2007). O termo inducéo de resisténcia refere-
se para apontar tanto uma protecéo local, quanto sistémica (MORAES, 1992).

Diversos processos sdo envolvidos na inducdo de resisténcia, que vdo desde a
percepcdo de sinais, sua transducdo aos sitios alvos e por fim a traducdo destes sinais que
resultam na expressdo dos genes de defesa (RESENDE et al., 2007). Dentre 0os mecanismos
de defesa que séo ativados pelas plantas em resposta a uma previa inducdo, encontram-se as
barreiras estruturais pos-formadas, aumento da sintese de fitoalexinas e acumulo de
proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s) (HAMMERSCHIMIDT, 1999), resposta de
hipersensibilidade, alteracBes na estrutura da célula vegetal, acimulo de espécies reativas de
oxigénio (explosdes oxidativa) e sintese de metabolitos secundarios (GUZZO;
HARAKAVA, 2007).

Com o avanco das pesquisas, diversos produtos vém sendo acompanhados, por
proporcionarem melhora na produtividade agricola, devido a redugdo de danos ocasionada
por patdgenos (RESENDE, 2006). Dos produtos que induzem a resisténcia, mais estudados,
destacam-se os biofertilizantes que podem atuar como elicitores potentes na resisténcia
sistémica induzida (BARBOSA; MEDEIROS, 2007), os extratos vegetais (BETTIOL;
STADNIK, 2001; KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS; SCHMITT, 1998; STANGARLIN,
et al., 1999;), os 6leos essenciais que sdo produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas e tem sido vistos por apresentarem substancias quimicas de atividades biolégicas
intensas (ALVES; PERINA, 2014), podendo se usar também elicitores quimicos como
acibenzolar-S-metil (BOKSHI; MORRIS; DEVERALL, 2003), racas ndo virulentas de
patégenos (MONOT et al., 2002;SHIRAISHI et al., 1995), bactérias como a Pseudomonas
spp. e as rizobactérias que exercem diversas fungbes como controle de doencas e ativacdo do
sistema de defesa (MEDEIROS et al., 2012) e agentes antagonistas, como os fungos do
género Trichoderma spp. (COLARES; BONALDO, 2014).

2.6 PRE-CONDICIONAMENTO (PRIMING)

O estado de Priming € um aumento da capacidade das plantas responderem a uma
ameaca, pela qual ocorre a ativagdo de mecanismos de defesa celular no momento em que o
patégeno chega (CONRATH et al., 2002).

Plantas ap0s receberem tratamento com agente de inducdo e serem desafiadas por

um patoégeno, aumentam sua sensibilidade sendo possivel notar nas mesmas alteragdes
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metabdlicas, ja que as respostas de defesa acontecem de forma mais répida e intensa,
evidenciando que a planta tratada esta mais apta a se defender na presenca do patégeno
(KUHN et al., 2006).

Logo apos a inducdo ja na presenca do patdégeno desafiante, os eventos bioquimicos
sdo alterados, além do acionamento de outros mecanismos (estruturais), em contra partida as
plantas ndo induzidas e inoculadas com o patdgeno apresentam uma menor funcionalidade
de eventos no momento da defesa (KUHN et al., 2006). Sendo assim quando ocorre
tratamento com agentes bioticos ou abidticos que visam a inducédo sistémica de resisténcia,
embora ndo se observe grandes alteracOes, a planta se apresenta sistemicamente protegida e
reage de maneira mais rdpida quando desafiadas a um patdgeno virulento (HEIL;
BOSTOCK, 2002).

2.7 MECANISMOS DE INDUCAO DE RESISTENCIA

2.7.1 Polifenoloxidase (PFO)

A polifenoloxidase é uma enzima oxidativa envolvida no processo de defesa
vegetal contra fitopatdgenos, participa da formacdo da lignina e de compostos oxidativos,
contribuindo para formacdo de barreiras de defesa e também na a¢do direta sobre o patdgeno
(SILVA et al., 2009). Sua expressdo pode ser induzida por ferimentos ou por agentes
exogenos (CONSTABEL; BERGEY; RYAN, 1995).

Polifenoloxidases catalisam dois tipos de reacfes que envolvem o oxigénio, a
primeira reacdo corresponde a hidroxilacdo de monofendis que forma os orto-difendis e a
segunda a oxidacdo de orto-difenois formando orto-quinonas que é altamente antimicrobiana
(VAUGHN; DUKE, 1984). As polifenoloxidases atuam sobre uma grande variedade de
substratos, como p-cresol, tirosina e &cido p-cumarico como substratos monofendlicos,
enquanto catecol, diidroxifenilalanina e acido clorogénico substratos difendlicos
(ALMEIDA et al., 2014; GOMES et al., 2001).

Viecelli et al., (2009) ao submeter sementes de feijdo-comun a filtrados de P.
sanguineos, notou um incremento na atividade de polifenoloxidase, a nivel local e sistémico,

sugerindo que esta enzima € importante na defesa contra fitopatogenos. Ja Kuhn (2007) em
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seus estudos ndo observou aumento na atividade da polifenoloxidase em feijoeiro tratado
com os indutores bioticos e abidticos respectivamente Bacillus cereus e ASM.

Na defesa vegetal a PFO é uma das enzimas com principal acdo, pois a
concentracdo de quinonas no tecido vegetal prejudica a nutricdo dos insetos (TAIZ,
ZEIGER, 2013). Ja na acdo contra fitopatdgenos, o gatilho que desencadeia a producéo da
mesma é a penetragdo do patdgeno, que degrada parede celular e acaba por oxidar os
compostos fendlicos e produzindo quinonas que apresentam acao antimicrobiana (LI1U et al.,
2005).

2.7.2 Peroxidasse (POX)

As peroxidases sao enzimas relacionadas a patogénese e sdo conhecidas por estarem
envolvidas em varios processos fisioldgicos ao longo do ciclo de vida da planta
(ALMAGRO et al., 2008), isso se deve provavelmente ao elevado nimero de isoformas
enzimaticas em que se apresenta e a versatilidade de reacdes catalizadas (PASSARDI et al.,
2005). Possui ampla distribui¢do no reino dos vegetais, sendo relatada a abundante presenca
desta enzima nos grupos, cloréfitas (algas verdes), euglendficeas (algas flageladas também
presente no reino protista), rhodophyta (algas vermelhas), bridfitas, pteridéfitas, e todo o
grupo de espermatofitas (plantas que produzem sementes) (PASSARDI et al., 2007). Estdo
presentes também em tecidos de animais, plantas e em microrganismos, sendo a funcéo
basica a oxidacgdo desidrogenativa do guaiacol (o-metoxi-fenol) (HIRAGA et al., 2001).

A POX apresenta vérios substratos, com moderada afinidade para fendis,
especialmente para o alcool coniferilico (MORALES; ROS BARCELO, 1997). Sendo uma
enzima relacionada a patogénese a mesma é sintetizada pela planta em resposta a um ataque
de patdgeno ou outra situagdo que causem extresse a planta, acumulando se a nivel local e
sisttmico (SCHERER et al., 2005). De acordo com Passardi et al. (2005) sdo eficazes no
controle da infeccdo ja que limitam a mesma, por meio de barreiras estruturais (suberina,
lignificagdo) e formando um ambiente altamente toxico (devido ao acumulo de ERQO’s) para

0 microrganismo patogénico.

2.7.3 Fenilalanina amdnia-liase (FAL)
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Fenilalanina amonia-liase (FAL) é uma das enzimas ponto de ramificacdo entre
metabolismo primario e secundario. Ela desempenha um papel importante durante o
desenvolvimento da planta e de sua defesa (SONG; WANG, 2009).

O é&cido trans-cinamico € precursor de numerosos compostos fenilpropandides que
realizam varias funcGes essénciais na planta, como suporte mecénico da planta
proporcionado pela lignina, protetores contra estresses abidticos, como antioxidantes e
compostos que absorve radiacdo UV (RITTER; SCHULZ, 2004).

O substrato especifico que a FAL atua é a fenilalanina, no entanto é codificada por
varios genes, podendo ter diversas combinac¢Bes dependendo do estimulo indutor (DIXON;
PAIVA,1995), isto torna a FAL é uma das enzimas mais estudada por fisiologistas devido a
sua importancia no metabolismo secundario das plantas, o0 que a torna essencial no processo
de inducdo de resisténcia (KUHN, 2007).

Sua principal funcdo é catalisar a deaminacdo do aminodacido fenilalanina para a
formacdo dos fenilpropandides, ou seja, sdo moléculas percursoras dos compostos fenolicos
que por sua vez é altamente fungitoxico (CHAMAN et al., 2003) estando o0 aumento da FAL
associado ao aumento de fenilpropandides, além dos hidroxinamatos oriundos da enzima
alimentarem rotas metabdlicas que geram diferentes compostos como, lignina, fitoalexinas,
flavondides e taninos (GOMES et al., 2008).

2.7.4 Compostos Fendlicos

Dentre as substancias relacionadas a defesa quimica, destacam-se o0s fenois
(BOWLES, 1990; XAVIER-FILHO, 1993). Os compostos fendlicos sdo considerados um
dos principais mecanismos da defesa constitutiva quimica pré-formada (AGRIOS, 2005;
PASCHOLATI; LEITE, 1995), a nomenclatura compostos fendlicos (fendis totais) agrupa
substancias que contenha em sua estrutura um anel aroméatico que possua a0 menos uma
hidroxila, incluem, portanto: fendis simples e outros glicosilados, acidos fenol-carboxilicos,
derivados dos &cidos benzdico e cindmico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas,
flavonoides (flavononas, antocianinas e catequinas) e quinona. Podem estar localizados nos
vacuolos celulares e por isso sua grande maioria é soltvel em agua, sendo as vias do acido
shiquimico e cinamico (fenilpropandides) que constituem a sequéncia comum que gera 0S
diferentes grupos de polifenois e lignina (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).
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Segundo Lo et al. (1996) sdo conhecidos por possuirem substancias com alto
potencial antimicrobiano e antivirdtico. Entretanto, o efeito inibitdério na germinagdo de
esporos, e crescimento micelial é variado entre os diferentes grupos de fenois
(STANGARLIN et al., 2011) Dessa forma, os compostos fenolicos podem estar envolvidos
nos mecanismos bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995).

2.7.5 Lignina

E originada em uma reacdo dependente de H,O, e mediada pela enzima peroxidase,
onde a mesma catalisa a polimerizagdo de alcool hidroxicindmico (ROS BARCELO', 1997).

Possui vital importancia na defesa vegetal contra fitopatdgenos, ja que no momento
da infeccdo onde ocorre a degeneracédo do citoplasma pela tentativa de penetracdo do agente
patogénico, especialmente fungos, acarretam no aumento da biossintese de lignina, no
intuito de reforcar as paredes celulares ou mesmo a formacdo de lignina ao redor das
estruturas do patdgeno, como hifas, isolando-o do citoplasma e paralisando seu avanc¢o
(STANGARLIN et al., 2011).

Partindo deste pressuposto, sabe-se, portanto que a lignificacdo da célula vegetal
torna as paredes mais resistentes a penetracdo e exige do invasor a expressao de enzimas
especificas que degradam lignina para continuar o avango da colonizacdo. Além disso, a
presenca de compostos fendlicos, substrato para formacdo da lignina, inibe metabdlitos do
patdgeno. Ocorre entdo a lignificacdo das hifas do patégeno, denominada de tubo lignifero,
0 que acaba isolando-o, ja que ocorre 0 acumulo de lignina nos tecidos circunvizinhos ao
local da penetracdo do microrganismo do hospedeiro, dificultando o trénsito de agua e
nutrientes do hospedeiro para o fungo e o transito de toxinas e enzimas do patégeno para o
hospedeiro (STANGARLIN et al., 2011; IURKIV et al., 2006).

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 LOCAL

Os ensaios foram realizados no laboratorio de Fitopatologia e no Complexo de
Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Mario César Lopes, da Universidade Estadual
Oeste do Parana-Unioeste, situada no municipio de Marechal Candido Rondon-Pr.

3.2 CULTIVAR IAPAR 81

Dentre as cultivares do grupo carioca destaca-se a lapar 81, a mesma possui
tegumento bege claro com listras marrom, com teor médio de proteina de 22%, apresentado
crescimento indeterminado, tem ampla adaptagé@o e porte ereto o0 que possibilita a colheita
mecanica. O tempo médio até o florescimento é de 43 dias, sendo o ciclo total de 92 dias da
emergéncia a colheita.

O feijdo do tipo lapar 81 foi desenvolvido pelo Instituto Agrondémico do Parana,
sendo recomendado a partir de junho de 1997, provém do cruzamento dos gendtipos A248 /
EMP117 /4/ BAT 93 /2/ Carioca sel. 99/ G.N.Nebrasca 1#27 /3/Sel.Arona, a populagédo
segregante foi conduzida pelo método de descendéncia ate a geracdo F; onde foi isolada a

linhagem LP93-56, que se adaptou a todas as regides do Parana (IAPAR, 2015).

3.3 ISOLADOS DE Trichoderma

21 isolados de Trichoderma spp. (Tabela 1), pertencentes a colecdo do Laboratorio
de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana-Unioeste, obtidos a partir de
isolamento em solos de mata nativa, de propriedades rurais com sistema de producdo
organico do oeste Parand, do oeste do Rio Grande do Sul, e de solos de Santa Rosa de
Monday- Py.



Tabela 1. Identificacdo da espécie dos isolados e local de origem dos isolados
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Isolado Espécie Origem

TI1 Trichoderma virens Itaqui - RS

TI2 Trichoderma harzianum Itaqui - RS

TI3 Trichoderma virens Itaqui - RS

Tl4 Trichoderma harzianum Itaqui - RS

T™M1 Trichoderma virens Macambara - RS

T™M2 Trichoderma virens Macambara - RS

TM3 Trichoderma virens Macambara - RS

T™M4 Trichoderma virens Macambara - RS

TLB2 Trichoderma harzianum Marechal Céandido 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

3.4 OBTENCAO DO INOCULO DE Trichoderma

A inducéo da esporulacdo se deu pela metodologia sugerida por Silva et al. (2011),
para isto foram transferidos discos de col6nias de Trichoderma crescidos em meio BDA
(batata-dextrose-agar) para erlenmeyers contendo 20 g arroz, (previamente autoclavados
com 25 mL de agua, por aproximadamente 20 minutos a 120 °C), foram mantidos em BOD

25 + 2 °C na auséncia de luz por sete dias.

3.5 PREPARACAO DOS FILTRADOS DE ISOLADOS DE Trichoderma spp.

Os filtrados de isolados de Trichoderma foram obtidos através da cultura liquida
sob agitacdo, no qual se utilizou para cada isolado: erlenmeyers contendo 200 mL de meio
de cultura liquido BD (Batata-Dextrose), com dois discos de meio de cultura previamente
colonizado por micélio e conidios de Trichoderma spp., na sequéncia os erlenmeyers foram
acondicionados em agitador orbital, a 180 rpm em temperatura de 25 °C, em fotoperiodo de

12 horas. Apos 15 dias de cultivo sob constante agitacéo, procedeu-se a filtragem em gaze e
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papel filtro (qualitativo Whatman n°® 1: 11 um), com auxilio de bomba a vacuo. Os filtrados

foram congelados -20 °C para posterior utilizacao.

3.6 OBTENGCAO DO FITOPATOGENO - Colletotrichum lindemuthianum

O patogeno utilizado como indculo é o fungo C. lindemuthianum raca 91 (Cl 1247-
91, CNPAF- Embrapa), cedido pela EMBRAPA- CNPAF, Arroz e feijdo, Santo Antonio de
Goias, GO. O C. lindemuthianum, foi cultivado em meio BDA e posteriormente repicado
para tubo contendo o0 meio agar-agua, no qual foi mantido em temperatura ambiente por até

20 dias, metodologia descrita por Rava e Sartorato, (1994).

3.7 ENSAIQOS IN VITRO

3.7.1 Germinacao de Conidios de Colletotrichum lindemuthianum apds Tratamento
com Filtrados de Isolados de Trichoderma spp.

Para o teste de germinacdo de conidios do patdgeno, seguiu-se 0 método proposto
por Tratch e Bettiol (1997) sendo utilizadas 1dminas de microscdpio Optico no qual foi
vertido sobre as mesmas meio agar-agua 1%, ap6s a completa solidificacdo do meio, pipetou
sobre elas 20 pL de suspensdo de conidios do patdgeno ajustada em camara de Neubauer
para 1,7 X 10° conidios mL™, em seguida 20 pL do filtrado dos isolados de Trichoderma
spp. sendo utilizado para este experimento filtrados de 20 isolados do antagonista (T11, TI2,
TI3, Tl4, TM1, TM2, TM3, TM4, TOD1, TOD2A, TOD3, TLB2, TLB3, TLB4, TLBG,
TLB9, TLB12, TLB14, TLB15, TLB17 e controle).

As laminas foram acondicionadas em placas de Petri contendo no fundo papel de
filtro embebecido com &gua (para manter a umidade), as mesmas foram incubadas em
camara de germinacdo do tipo BOD por um periodo de 24 horas, ap6s foi adicionado o
corante azul algoddo de lactofenol para corar as estruturas fungicas, e parar o crescimento do
tubo germinativo. Sendo entdo na sequéncia realizada a contagem de ate 100 conidios em
microscopio o6ptico, no qual foi considerado conidio germinado aquele cujo tubo
germinativo apresentou o dobro do seu tamanho. Realizou-se também a contagem dos nao
germinados, dada pela auséncia do tubo germinativo ou sua presenca em tamanho inferior

ao dobro do comprimento dos conidios.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizados composto por 21

tratamentos (filtrados de 20 isolados de Trichoderma spp. e controle) e trés repeticoes.

3.7.2 Pareamento de Cultura de Isolados Trichoderma spp. Confrontados com
Colletotrichum lindemuthianum

O teste de pareamento cultura foi realizado com 21 isolados de Trichoderma spp.
(antagonista) confrontados com o C. lindemuthianum (patdégeno) e um controle (somente o
patdgeno), o experimento foi realizado em triplicata, onde cada placa de petri representava
uma parcela experimental (total de 66 parcelas experimentais).

Para a realizacdo do experimento foi transferido um disco de meio de cultura
(BDA) de uma colénia jovem (de até sete dias) de C. lindemuthianum com
aproximadamente 10 mm de didmetro, o qual foi depositado em placa de petri com meio
BDA estéril, a uma distancia de 0,5 cm da borda. O tratamento controle contou com placas
contendo o0 meio de cultivo e o patdgeno.

Em seguida estas placas foram incubadas por 48 horas em camara de BOD, a 26 °C
e fotoperiodo de 12 horas. Apos esse procedimento foi repicado no lado oposto de onde
estava 0 patdgeno, um disco de meio BDA del0 mm de didmetro contendo micélio de
Trichoderma spp. (ETHUR, 2006).

As placas foram entdo incubadas em camara de crescimento (BOD) a uma
temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo dos resultados foi realizada
aos sete dias da implantacdo do experimento (tempo que a colénia do patdgeno levou para
preencher toda a superficie do meio de cultura da placa controle), seguiu-se para tanto o
método de atribuicdo de notas proposto por Rodrigues (2010), onde as notas podem variar
de um a sete, sendo a nota 1 atribuida a caracteristica de alta eficiéncia, pois o antagonista
cresce por toda a placa de petri e sobre o disco do patdgeno, e a nota 7 referénte a
caracteristica de menos eficiéncia, pois neste caso é o patdgeno que cresce por toda a placa
de petri, notas estas que estdo relacionadas na Tabela 2. Para auxiliar a avaliacdo e
atribuicdo das notas utilizou-se um gabarito, que possuia 0 mesmo tamanho de uma placa de

Petri, onde era mais facil a visualiza¢do do crescimento das colonias (Figura 1).
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Tabela 2. Escala utilizada para teste de pareamento de culturas proposto por Rodrigues
(2010)

Notas Escala de avaliacdo

Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco do patégeno;
Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém néo se sobrepde o patdgeno;
Antagonista cresce sobre 3/4 da placa de Petri;

Antagonista cresce sobre 2/3 da placa de Petri;

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

Patogeno cresce sobre 2/3 da placa de Petri;

~N o o A W N P

Patogeno cresce por toda a placa de Petri.

Figura 1. Gabarito com a escala utilizada para atribuigdo das notas no teste de confrontacédo direta de
cultura. Fonte: Rodrigues (2010).

3.8 ENSAIOS IN VIVO

3.8.1 Indugéo de Resisténcia de Plantas de Feijoeiro

Para avaliar a inducdo de resisténcia em feijoeiro foram conduzidos dois
experimentos simultaneamente em casa de vegetacdo: sendo um com o in6culo do
antagonista aplicado no momento da semeadura e outro com aplicagdo foliar de filtrado dos

mesmos isolados.
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Para os dois experimentos as sementes de feijao da cultivar lapar 81 (grupo carioca)
foram semeadas em vasos de polipropileno com capacidade para 6 litros, contendo uma
mistura de: solo, areia e matéria organica na respectiva proporcao de 3:2:1, na sequéncia foi
autoclavada por 1 hora a 120 °C.

Nos vasos foram semeadas oito sementes de feijdo, sendo realizado o desbaste,
restando em cada vaso seis plantas com desenvolvimento uniforme.

Foram empregados 23 tratamentos, sendo 21 isolados de Trichoderma spp. (TI1,
TI2, TI3, Tl4, TM1, TM2, TM3, TM4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB6, TLB9, TLB12, TLB14,
TLB15, TLB17, TOD1, TOD2A, TOD2B e TOD3) um controle positivo (planta com a
presenca do patégeno e auséncia do antagonista) e um controle negativo (planta com
auséncia do patogeno e auséncia do antagonista). Sendo utilizado para cada experimento,
maneiras distintas de aplicacdo dos tratamentos. Primeiro experimento: Plantas de feijdo
inoculadas com os isolados de Trichoderma spp. no momento da semeadura;

Segundo experimento: Plantas de feijdo inoculadas via pulverizacdo foliar dos
filtrados de isolados de Trichoderma spp.

Para os tratamentos realizados no momento da semeadura, inoculou-se junto as
sementes o antagonista por meio de gréos de arroz previamente colonizados (PEDRO et al.
2012). Ap6s 15 dias de emergéncia foliar do feijoeiro, foram realizadas em tempos
diferentes duas coletas:

-1° coleta, (Tempo 1) apenas com a presenca do antagonista e sem inoculacao do patégeno;
-2° coleta, (Tempo 2) realizada no terceiro dia ap06s a inocula¢do do patégeno em plantas
previamente tratadas na semeadura.

No outro experimento, aos 15 dias de emergéncia foliar das plantulas de feijoeiro,
procedeu-se a aplicacdo dos tratamentos via pulverizacdo foliar dos filtrados de isolados de
Trichoderma spp., a mesma se deu com auxilio de um borrifador manual de pressao
acumulada. Foi adicionada em 10 mL de filtrado, uma gota de solucdo
emulsificante/aderente de Tween 80 (por vaso), visando reduzir perdas nos tratamentos, trés
dias apo6s a aplicacdo dos filtrados foi realizada a inoculagédo de C. lindemuthianum.

As coletas do material vegetal ocorreram na seguinte ordem:

-1° coleta, (Tempo 0) realizada aos 15 dias de emergéncia foliar sem a aplicacdo dos filtrados de
Trichoderma spp. (plantas sem tratamento);
-2° coleta, (Tempo 1) realizada no terceiro dia (com 18 dias de emergéncia foliar) apés a

aplicacdo dos filtrados de Trichoderma spp., (plantas ja tratadas com filtrados);
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-3° coleta, (Tempo 2) realizada no terceiro dia (com 21 dias de emergéncia foliar) apés a
inoculacdo do patdgeno, (plantas tratadas com o antagonista e inoculadas com o C.
lindemuthianum).

A suspensdo do patégeno C. lindemuthianum foi ajustada para 1,8x10° esporos mL™,
sendo inoculado 10 mL por vaso, e no controle negativo foi realizada a aspersdo de agua
destilada. Apds as coletas do material vegetal tratado, (tanto no momento da semeadura, quanto
em tratamentos via pulverizacdo foliar), os mesmos foram acondicionados em envelopes de
papel aluminio, devidamente identificados, e transportados dentro de caixas de isopor com gelo
até o laboratério de fitopatologia, onde ficaram armazenados em freezer a -20 °C para as
determinacdes bioquimicas.

Os dois experimentos obedeceram ao delineamento experimental de blocos
casualizados (DBC), sendo o primeiro em esquema fatorial 23x2 (23 tratamentos e 2 tempos
de coleta), distribuidos em 4 blocos totalizando 184 unidades experimentais. O segundo
experimento em esquema fatorial 23x3 (23 tratamentos e 3 tempos de coleta) distribuidos

em 4 blocos, totalizando 276 unidades experimentais.

3.8.2 Proteinas Totais e Enzimas de Defesa Vegetal

3.8.2.1 Extratos Proteicos para Determinagdo da Atividade Enzimética e Teor de Proteinas

Para obtencdo dos extratos proteicos seguiu-se a metodologia proposta por Lusso e
Pascholati (1999), na qual 0,5 g de material vegetal (folhas) foram macerados
mecanicamente em 4 mL de tamp&o fosfato de s6dio 0,01mM (pH 6,0), com auxilio de um
graal e um pistilo, sendo acrescentado a esta mistura 0,04 g de polivinil pirrolidona. Ap6s
foi centrifugada a 20.000g durante 25 min a 4°C, o sobrenadante foi considerado como
extrato enzimatico, o qual foi congelado a -20 °C, para posterior determinacdo do teor de
proteinas solUveis totais e da atividade das enzimas, polifenoloxidase (PFO), peroxidase
(POX) e fenilalanina aménia-liase (FAL).



37

3.8.2.2 Teor de Proteinas SollUveis Totais

Para determinacdo do teor de proteinas totais foi utilizada a metodologia de
Bradford (1976), onde 0,2 mL do reagente (que se usou para 250 mL: 125 mg de Coomassie
Brilliant Blue G-250, 62,5 mL de etanol 95%, 125 mL de acido fosférico 85% e agua
destilada g.s.p. 250 mL) foi adicionado a 0,8 mL do extrato proteico sob agitagcdo constante
(vortex), e apos um periodo de 5 minutos de incubacdo em temperatura ambiente se realizou
a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm de absorbancia. Todas as amostras foram realizadas
em triplicata, e no final foram obtidas médias que foram impostas a curva padrdo (albumina
de soro bovino (ASB), variando de 0 a 20 pg mL-%). Os resultados dos teores de proteinas

. -1
foram expressos em pg proteina mL™ .

3.8.2.3 Atividade de Polifenoloxidase (PFO)

Para se determinar a atividade de PFO, avaliou-se a oxidagdo do catecol convertido
em quinonas, 0 que se mensura atraves da atividade enzimatica da polifenoloxidase, por

meio de método espectrofotométrico direto.

Utilizou-se para tanto 50 mL do tampéo fosfato de sddio 0,01 M (pH 6,8), onde se
adicionou a ele 0,110 g de catecol (002 M). Para a total diluicdo do catecol a mistura
permaneceu por 30 minutos em banho-maria a 30 °C, apds este periodo realizou-se a leitura
(com as amostras ainda no banho-maria) em espectrofotdometro a 420 nm. A mistura contida
na cubeta era a seguinte, 900 puL do tampdo + 100 puL da amostra (extrato proteico obtido
como descrito no item anterior) tal metodologia foi proposta por Duangmal e Apenten
(1999). Sendo a atividade determinada pela variag&o ocorrida entre os valores obtidos a cada
15 segundos por periodo de 1 minuto. Resultados expressos em U.E. unidade de
enzima/min™ g™ massa fresca sendo uma unidade de enzima (UE) equivalente a 0,001 de

absorbancia.

3.8.2.4 Atividade de Peroxidase (POX)

Para a determinagdo da atividade de POX seguiu-se a metodologia proposta por

Hammerschimidt et al. (1982), na qual todo o procedimento se deu a uma temperatura de



38

30°C por meio do método espectrofotométrico direto, onde 1,4 mL de uma solucéo a base de
guaiacol 2%, tampdo fosfato de sodio 0,01 M pH 6,0 e peroxido de hidrogénio (H,0,) foi
utilizada como substrato para a enzima. A esta solucdo foi adicionada 100 pL de extrato
proteico (Conforme item 3.8.2.1). Mediu-se entdo através de espectrofotémetro a 470 nm,
(com medidas de densidade Otica a cada 15 segundos por um periodo limite de 2 minutos) a
conversdao do guaiacol em tetraguaiacol. Expressaram-se os resultados pela atividade na
variacdo entre os valores extremos situados na faixa de incremento linear (U.E. unidade de
enzima/min™ g™ massa fresca, sendo uma unidade de enzima (UE) equivalente a 0,001 de

absorbancia.

3.8.2.5 Atividade de Fenilalanina Amonia-liase (FAL)

Seguindo o método que foi proposto por Umesha (2006), a atividade de FAL foi
quantificada pela colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina.
Onde se utilizou 50 uL do extrato proteico, que foram acrescidos de 450 pL de tampéao Tris-
HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 uL de uma solugdo de L-fenilalanina 0,05M. O tampdo usado
na reacdo, foi incubado a 40 °C por 2 horas, no final do periodo, adicionou-se 60 puL de HCI
5M a fim de parar a reacdo e garantir uniformidade da leitura. Sendo que para cada uma das
amostras foi também preparado um controle (50 pL do extrato proteico e 950 pL de tampao
Tris-HCI 0,025M pH 8,8), realizada a leitura da amostra e a leitura do controle, em aparelho
de espectrofotdbmetro a 290 nm. A atividade de FAL foi determinada entre a diferenca da
absorbancia da amostra (50 uL de extrato proteico, 450 tampdo Tris-HCI 0,02 M e 500 uL
de L-fenilalanina) e da solugéo controle (50 uL de extrato proteico e 950 uL de tampéo Tris-
HCI 0,025 M), sendo estes resultados aplicados em curva padrdo para acido trans-cinamico
(y =0,0135x + 0,0255). Resultados apresentados em expressa em pg 4cido transcinamico h™

g™ de massa fresca.

3.9 OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE TECIDO FOLIAR
PARA A DETERMINACAO DE TEORES DE FENOIS TOTAIS E LIGNINA

Apos a realizacdo das coletas, 0,5 g do material vegetal (folhas) tratado, foi
acondicionado em envelopes de papel aluminio devidamente identificados, os quais foram

armazenados em freezer (-20 °C) e posteriormente liofilizadas a -50 °C, triturados com
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auxilio de graal e pistilo, tornando-se um po6 seco, sendo armazenado em tubos de

microcentrifuga, para posterior analise de compostos fendlicos e lignina.

3.9.1 Teores de Compostos Fendlicos e de Lignina

3.9.2 Compostos Fendlicos

Do material liofilizado, 30 mg foram transferidos para tubos de microcetrifuga com
capacidade para 2 mL, sendo vertido sobre ele 1,5 mL de metanol 80%, apds 15 horas de
constante agitacdo em agitador rotativo com auséncia de luz, obteve-se o extrato metanolico
que continha os compostos fenodlicos. Este extrato foi entdo centrifugado a 12.000g por 5
minutos, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcetrifuga e o pelet
(residuo) proveniente da centrifugacdo foi seco e armazenado para posterior determinagéo
de lignina.

Os compostos fendlicos foram determinados de acordo com a metodologia proposta
por Rodrigues et al. (2005). Para isso, misturou-se 150 uL do reagente de Folin-Ciocalteau
0,25N em 150 pL do extrato metanolico, esta solu¢do permaneceu por 5 minutos em
temperatura ambiente e na sequéncia pipetou-se 150 puL de Na,CO3; 1M, apos completa
homogeneizagdo e incubagdo por 10 minutos em temperatura ambiente, foi acrescentado
1 mL de H,O destilada e deionizada e mantido a temperatura ambiente por uma hora. Apés
este periodo foi realizada a leitura da reagdo em aparelho de espectrofotdmetro a 725 nm. O
resultado desta avaliacdo foi obtido a partir do calculo dos valores de acordo com a curva de
catecol e os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente mg de catecol g™* de

tecido seco.

3.9.3 Lignina

Ao pelet residual proveniente da determinagdo de compostos fendlicos totais (item
3.9.2) foi adicionado 1,5 mL da agua destilada, depois de realizada homogeneizacéao, o
conteudo foi centrifugado 12.000g por 5 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e o residuo
foi seco a 65°C em estufa por cerca de 15 horas. Este residuo seco foi utilizado para
determinacéo da lignina (BARBER e RIDE, 1988). Para isso 1,5 mL de uma solugéo a base

de &cido tioglicélico e Hcl 2M (proporcdo de 1:10) foi adicionada sobre o residuo. Apds a
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completa incorporacdo da solucdo ao residuo, os tubos foram mantidos em banho-maria a
100 °C por 4 horas e na sequéncia colocados em gelo para resfriar rapidamente (permaneceu
por 10 minutos). Em seguida a mistura foi centrifugada a 12.000g por 10 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e ao pelet (residuo) que ficou no fundo do micro tubo foram
acrescentados 1,5 mL de &gua destilada e deionizada e novamente centrifugado a 10.000g
por 10 minutos. Sendo novamente o sobrenadante descartado e o pelet (residuo) ressuspenso
em 1,5 mL de NaOH 0,5M. Apds, esta mistura foi agitada com auxilio de agitador rotativo
por 15 horas, foi realizada outra centrifugacdo a 10.000g por 10 min e o sobrenadante foi
transferido para novo tubo de microcetrifuga, sendo adicionado 200 uL de HCI concentrado
ao sobrenadante e mantido em camara fria (4 °C) por 4 horas para permitir a precipitacéo da
lignina ligada ao acido tioglicolico. Realizou-se entdo outra centrifugacdo a 10.000g por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e ao residuo proveniente adicionado 2 mL de NaOH
0,5M. A leitura se deu em aparelho de espectrofotdmetro a 280 nm, e os valores calculados
de acordo com a curva de lignina e os resultados foram expressos em mg de lignina por
grama de tecido seco (RODRIGUES et al., 2005).

3.10 AVALIACAO DA SEVERIDADE DA ANTRACNOSE EM FEIJOEIRO
TRATADO

Realizou-se a avaliacdo da severidade da antracnose 15 dias apds a inoculagdo de C.
lindemuthianum, através da area foliar que apresentava lesdes causadas pela doenca, se fez

uso da escala diagramatica (Figura 2), proposta por Dalla Pria, Amorin e Canteri (1999).
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Figura 2. Escala diagramatica para antracnose do feijoeiro. Fonte: Dalla Pria, Amorin e
Canteri (1999).

3.11 ANALISE ESTATISTICA E TABULACAO DE DADOS

Apbs tabulacdo dos resultados, submeteram-se 0s mesmos a analise de variancia
(ANAVA), e as médias comparadas pelos testes de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade com auxilio do programa estatistico Sivar (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIOS IN VITRO

4.1.2 Germinagéo de Conidios de C. lindemuthianum Tratados com Filtrados de
Isolados de Trichoderma spp.

O teste de média separou os resultados da ANAVA em dois grupos, 0 primeiro
grupo (B) formado pelos isolados TLB14 (T. koningiopsis), TM2 (T. virens), TLB17 (T.
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koningiopsis), TOD2A (T. longibrachiatum), TLB3 (T. harzianum), TLB15 (T. virens) e
TLB4 (T. harzianum) que obtiveram 0s maiores percentuais de germinacdo, variando de
70,31% a 93,64% nédo diferindo do controle (agua destilada) e mostrando uma baixa acéo
antagobnica frente ao agente causal da antracnose.

O segundo grupo (A) composto pelos isolados TLB2 (T. harzianum), TLB6 (T.
asperellum), TLB12 (T. harzianum), TI2 (T. harzianum), TLB9 (T. virens), TI4 (T.
harzianum), TM3 (T. virens), TOD3 (T. harzianum), TI3 (T. virens), TM4 (T. virens), TM1
(T. virens), TI1 (T. virens) e TOD1 (T. harzianum) proporcionam reducdo do percentual de
germinacdo diferindo estatisticamente do controle (Tabela 3). Os isolados que apresentaram
resultados promissores séo TM1, TI1 e TOD1 que mostraram respectivamente uma reducgéo
na germinacdo de, 33,34%, 38,34% e 61,04% em relacdo ao controle.

Kexiang et al. (2002), ao testarem isolados de T. harzianum e T. atroviride,
chegaram a conclusdo que os compostos volateis e ndo-volateis produzidos por eles
possuiam acdo antibidtica ao patdgeno Botryosphaeria berengeriana f.sp. piricola (causador
da podridd@o anelar na maca), que suprimiu o crescimento micelial do mesmo. Estes autores
verificaram ainda que filtrados de cultura de T. harzianum e T. atroviride, reprimiram a
germinacao de conidios do patdgeno.

Aneja et al. (2005), ao trabalhar com a cultura liquida de um isolado de
T. harzianum, puderam observar que 0 mesmo inibia a germinacao de esporos e crescimento
micelial de dois patégenos do cacau, Crinipellis perniciosa Stahel e Moniliophthora roreri,
apresentando alta atividade antagdnica resultando em reducdo de 75% da germinacdo dos
esporos.

Ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho, Gomes et al. (2001) ndo
obtiveram resultados satisfatorios, ao testar fungos do género Trichoderma spp. sobre a
germinacdo de esporos de Cylindrocladium spathulatum, causador da pinta-preta em erva-
mate, concluindo que apesar de um comprovado hiperparasitismo do Trichoderma spp., 0

mesmo ndo inibiu a germinag&o do patdgeno.
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Tabela 3. Percentual de conidios germinados de Colletotrichum lindemuthianum apos 24
horas da aplicacao dos filtrados de Trichoderma spp.

Isolados Numero de conidios Reducdo da germinacéo
germinados (%) (%)
TOD1 30,00 a 61,04
TI1 47,48 a 38,33
T™M1 51,33 a 33,33
T™4 52,12 a 32,31
TI3 56,00 a 27,27
TOD3 56,06 a 27,19
TM3 58,33 a 24,24
T4 60,25 a 21,75
TLB9 60,88 a 20,93
TI2 61,00 a 20,77
TLB12 61,87 a 19,64
TLB6 63,70 a 17,27
TLB2 65,87 a 14,45
TLB4 70,31 b 8,68
TLB15 72,22 b 6,20
TLB3 74,14 b 3,71
TOD2A 75,75 b 1,62
Controle 77,00 b
TLB17 78,36 b 2,41
TM2 79,86 b -3,71
TLB14 93,64 b -21,61
(CV%) 22,62

*Médias agrupadas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

4.1.3 Confronto Direto de Cultura de Isolados de Trichoderma spp. Frente a
C. lindemuthianum

Ao realizar o teste de pareamento de cultura dos isolados de Trichoderma spp.
frente ao patégeno Colletotrichum lindemuthianum, pela metodologia proposta por
Rodrigues (2010), percebe-se que os isolados inibiram o crescimento do agente patogénico,
em razdo da alta agressividade apresentada, em relacdo ao fitopatdgeno, aonde a nota: 1
indica alta agressividade e nota 7 indica a auséncia de agressividade. Sendo o isolado TM2 o
qual apresentou nota 4, unico isolado que mostrou moderada agressividade em relagéo ao C.

lindemuthianum, e o controle (dgua) com baixa agressividade apresentando nota 6,3.
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Com base na estatistica, os isolados quanto a sua eficiéncia, foram separados em
trés grupos distintos, onde o controle (dgua) permanece no grupo “c”, o qual apresentou
auséncia de agressividade resultando em nota de 6,3; o isolado TM2 (T. virens), permaneceu
no grupo “b”, com nota 4 e moderada agressividade em relacdo ao patdgeno; ja os isolados
TI1, TI3, TM1, TM3, TM4, TLB9 e TLB15 (T. virens), TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4,
TLB12, TOD1 e TOD3 (T. harzianum), TLB6 (T. asperellum), TLB14 e TLB17 (T.
koningiopsis), TOD2A e TOD2B (T. longibrachiatum), permaneceram no grupo “a” com
notas variando de 1 a 2,3 indicando extrema agressividade e acelerado crescimento micelial
(Tabela 4). Com excecdo do TM2 (T. virens), todos os isolados testados apresentaram
resultados satisfatorios para o teste de pareamento de cultura, ja que 0s mesmos inibiram o
crescimento do patégeno (C. lindemuthianum).

Este resultado em particular corrobora com o encontrado por Broetto (2013), que ao
confrontar este isolado (TM2), com o patégeno Macrophomina phaseolina, considerou que
0 antagonista que obteve nota de 3,6 possuia pouca eficiéncia, e baixa supressdo ao
patégeno. Os resultados do presente estudo, corroboram com alguns dos encontrados por
Dildey (2014), onde os isolados: TI2, Ti4, TLB3, TLB12 (T. harzianum), TLB6 (T.
asperellum) e TLB14 (T. Kkoningiopsis), apresentaram um crescimento micelial
extremamente acelerado, sendo atribuida a nota 1, o qual impediu o crescimento do
patégeno C. lindemuthianum. Os mesmos autores como no atual trabalho, também
encontraram para os isolados TI1 (T. virens) e TLB2 (T. harzianum) notas de 2 a 3.

Broetto (2013), ao realizar teste de pareamento com isolados de Trichoderma spp.,
confrontados com o patégeno Macrophomina phaseolina, notou que os isolados do agente
antagbnico (com algumas excecOes) apresentaram crescimento micelial acelerado, inibindo
o0 desenvolvimento do patégeno com apenas cinco dias de incuba¢do. A mesma autora em
seu estudo diverge em alguns pontos deste estudo, ao qual relata que os isolados: TI2, Tl4,
TLB12 (T. harzianum), TI3 (T. virens) e TLB14 (T. koningiopsis) ndo apresentaram
qualquer inibicdo no crescimento de M. phaseolina.

Maciel et al.,, (2012), ao realizarem testes in vitro de confronto direto de
Trichoderma spp. e produtos comerciais a base do mesmo, frente a Cylindrocladium
candelabrum (causador da mancha-foliar em Eucalyptus saligna), observaram que 0s
tratamentos foram eficientes no biocontrole do patdégeno. Apresentando relagcdo antagonista
de Trichoderma spp. sobre o patdgeno, que recebeu notas que variaram de 1 a 2,25,
correspondendo, respectivamente, a ocupacdo completa da placa pelo antagonista e

antagonista ocupando no minimo 2/3 da superficie do meio.
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Maciel et al. (2014), visando avaliar a a¢do antagbnica de Trichoderma spp. e
Bacillus subtilis no controle de Fusarium sambucinum, responsavel por danos em pléantulas
de Pinus elliottii, ao confrontar estas culturas (antagonistas x patégeno) in vitro, pode
concluir que tanto Trichoderma spp. quanto Bacillus subtilis foram eficientes no controle de
F. sambucinum.

J& Louzada et al. (2009), ao conduzir testes de pareamento de cultura de uma
colecdo de 230 isolados de Trichoderma spp. frente aos patdgenos Sclerotinia sclerotiorum e
Fusarium solani f.sp. phaseoli, concluiram que apenas 10% dos isolados de Trichoderma spp.
possuem efeito antagonico direto sobre os dois patogenos , avaliagdes por meio de microscopia de
sete isolados selecionados mostraram que nem todos possuem hiperparasitismo, esta pesquisa ,
sugere outros mecanismos de ataque a fitopatdgenos, como antibiose ou competicdo. Estes
resultados corroboram com o0s encontrados no presente trabalho, ao qual se pode observar que o
isolado TM2 (T. virens) apresentou pouca severidade em relacdo ao C. lindemuthianum,
sugerindo que 0 mesmo possui outro mecanismo de acdo antagbnica. Almeida (2009) ao
estudar o potencial de inibicdo do Trichoderma viride sobre Colletotrichum spp.,
Cercospora musae e Asperisporium caricae em cultura pareada, concluiu que 0 mesmo
mostrou um elevado potencial antagonico e de biocontrole, resultados que se assemelham
aos aqui encontrados.

Santos (2008), ao testar isolados de Trichoderma spp. em cultura pareada
confrontando-os com Fusarium osysporum, constatou que todos os isolados reduziram o
crescimento do patdgeno, resultados estes que indicam alto potencial inibitério de espécies
de Trichoderma spp. Vale ressaltar, que mesmo os testes in vitro de pareamento ser uma
ferramenta que nos auxilia a identificacdo de microrganismos com potenciais para
biocontrole, outros estudos também se faz necessarios, ja que o antagonista além de fazer
uso de outros mecanismos de ataque conhecidos ou ndo a patdgenos, também possui

comportamento distinto em relagcdo ao meio e ao hospedeiro em que se encontra.
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Tabela 4. Pareamento de cultura de isolados de Trichoderma spp. frente a
C. lindemuthianum

Isolados Espécies Notas' Grau de Eficiéncia’
TI1 T. virens 2,33 Eficiente
TI2 T. harzianum 1,00 Alta Eficiéncia
TI3 T. virens 1,33 Alta Eficiéncia
TI4 T. harzianum 1,00 Alta Eficiéncia
T™M1 T. virens 1,00 Alta Eficiéncia
TM2 T. virens 4,00 Ineficiénte
TM3 T. virens 1,00 Alta Eficiéncia
TMA4 T. virens 1,33 Alta Eficiéncia

TLB2 T. harzianum 2,33 Eficiénte
TLB3 T. harzianum 1,00 Alta Eficiéncia
TLB4 T. harzianum 1,66 Eficiénte
TLB6 T. asperellum 1,00 Alta Eficiéncia
TLB9 T. virens 1,66 Eficiente

TLB12 T. harzianum 1,00 Alta Eficiéncia

TLB14 T. koningiopsis 1,00 Alta Eficiéncia

TLB15 T. virens 1,33 Alta Eficiéncia

TLB17 T. koningiopsis 1,33 Alta Eficiéncia
TOD1 T. harzianum 1,33 Alta Eficiéncia
TOD2A T. longibrachiatum 1,66 Eficiénte
TOD2B T. longibrachiatum 1,33 Alta Eficiéncia
TOD3 T. harzianum 1,66 Eficiénte
C? Controle 6,33 -
(CV%) 41,92

1: Valores até 1,5 indicam alta eficiéncia; valores entre 1,5 e 2,5 indicam que saoeficientes e valores
acima de 2,5 considera-se ineficiénte (ETHUR, 2006); Controle (apenas a presencga do patégeno).

4.2 ENSAIOS IN VIVO

4.2.1 Atividade de Polifenoloxidase

No experimento in vivo cujos tratamentos foram a aplicagdo dos isolados de
Trichoderma na semeadura a primeira coleta de tecido vegetal (tempo 1) foi realizada 15
dias apos a emergéncia foliar, o feijoeiro tratado ndo apresentou diferenca significativa para
a atividade de polifenoloxidase. Ja no tempo 2 (coleta realizada 72 horas apos a inoculagéo
do patdgeno) a atividade da enzima polifenoloxidase (PFO) aumentou significativamente
para os tratamentos com os isolados TLB12 (T. harzianum), TOD1 (T. harzianum) e
TOD2B (T. longibrachiatum), quando comparado aos tratamentos controles, sendo evidente

que estes isolados em especial alavancaram a producdo enzimatica da PFO. Mesmo
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notando-se que todos os outros isolados testados promoveram o acréscimo na atividade da
polifenoloxidase, apresentando as plantas tratadas com o isolado TOD2B um estado de pré-
condicionamento (priming), ja que o tratamento em questdo deixou o feijoeiro em estado de
alerta, e no momento em que o patdgeno chegou a resposta de defesa foi acionada mais
rapidamente (Tabela 5).

Estes resultados ndo corroboram com os encontrados por Dildey (2014), ja que os
mesmos ao estudarem a interacdo Trichoderma-feijoeiro, ndo verificaram resultados
satisfatorios ao avaliar a atividade da enzima polifenoloxidase ap6s o tratamento via
semente, ndo sendo encontrada por eles diferenca significativa.

Com excecgédo de todos os outros isolados testados: TI3, TLB9, TLB15 e TLB17
que reduziram a atividade da enzima, vale ressaltar que dentre estes apenas o TI3 (T. virens)
ndo é endofitico (DILDEY, 2014), levanta-se entdo a hipdtese que estes isolados suprimiram
a atividade de polifenoloxidase ja que a mesma é fungitdxica e acabaria por prejudicar a
associacdo ecoldgica destes isolados com as raizes do feijoeiro. Nota-se, portanto,
comportamento diferenciado destes isolados em relacdo ao patdgeno e ao feijoeiro. De
acordo com Pifio e Palazon (1996), ja citado por Campos et al. (2004), em determinada
situagcBes, o metabolismo dos polifendis, podem atuar como antioxidantes, levando a
inativacdo de inUmeros campos de ativacdo da producdo de enzimas fenolases. Ja Dildey
(2014) afirma que essa supressdo enzimatica verificada pode ser um mecanismo de protecdo

do Trichoderma para ndo ser afetado por compostos toxicos da oxidacao de fendis.



48

Tabela 5. Atividade de polifenoloxidase em tecido foliar de feijoeiro tratado via semente
com esporos de isolados de Trichoderma spp.

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

Isolados Espécies Tempo (1) Tempo (2)°
TI1 T. virens 38,03 a 68,03 b
TI2 T. harzianum 65,20 a 84,35b
TI3 T. virens 10,70 a 31,48Db
TI4 T. harzianum 51,65a 55,43 b

T™M1 T. virens 39,03 a 63,65 b
TM2 T. virens 39,53 a 82,68 b
TM3 T. virens 10,25 a 31,08 b
TM4 T. virens 18,50 a 48,58 b
TLB2 T. harzianum 4513 a 120,70 b
TLB3 T. harzianum 42,48 a 59,60 b
TLB4 T. harzianum 76,28 a 55,03 b
TLB6 T. asperellum 19,40 a 57,00 b
TLB9 T. virens 4515 a 38,15b

TLB12 T. harzianum 45,13 a 223,30 a

TLB14 T. koningiopsis 13,55a 51,38 b

TLB15 T. virens 196,60 a 64,70 b

TLB17 T. koningiopsis 83,48 a 65,30 b

TOD1 T. harzianum 75,15 a 24983 a
TOD2A T. longibrachiatum 82,83a 94,33 b
TOD2B T. longibrachiatum 57,63 a 254,10 a

TOD3 T. harzianum 33,73 a 72,60 b

c.p* Controle Positivo 51,28 a 143,60 b
C.N° Controle Negativo 50,08 a 99,45 b
(CV%) 150,33

2: coleta realizada ap6s 15 dias ap6s a emergéncia foliar das plantas tratadas na semeadura;

3: coleta realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patdgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patdégeno).

*Médias seguidas pela mesma minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia respectivamente.

Ja no segundo experimento in vivo, de plantas tratadas via aspersao foliar com
filtrados de Trichoderma spp., ndo houve diferenca entre os tratamentos para o tempo 0 e
para o tempo 1. No tempo 2 observa-se que 0s seguintes isolados: T13, TM1, TM2, TM4 (T.
virens), TLB3, TLB4, TLB12 (T. harzianum), TLB15 (T. virens) e TOD2B (T.
longibrachiatum) (Tabela6) apresentaram médias superiores aos demais, porém isso nao
evidencia diferenca estatistica ja que os mesmo nao se distinguiram do controle positivo.

Embora nédo tenha ocorrido diferenca estatistica, alguns isolados chamam a atencéo
por reduzirem a atividade enzimética da polifenoloxidase, reforcando a hipdtese de que

devido, os mesmo possuirem capacidade de endofitismo e sendo eles assim como o
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patégeno um fungo, a alta sintese desta enzima poderia acarretar em ameaca inerente a
sobrevivéncia do mesmo dentro da planta..

Corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho Dildey (2014),
também notou uma tendéncia a supressdo da enzima polifenoloxidase ocasionada por alguns
isolados. Campos et al. (2004), dentre seus resultados notaram nitida correlacdo entre as
atividades de POX e PFO, e teores de compostos fenolicos com a resisténcia do feijoeiro-
comum a antracnose. Ao contrario do presente estudo, Ribas (2014) ao trabalhar com
isolados de Trichoderma spp. em feijoeiro-comum pode concluir que 0s mesmos tenderam a
aumentar a atividade enzimética de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase,

com destaque para as plantas tratadas com isolados de Trichoderma harzianum ICBO5.
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Tabela 6. Atividade de polifenoloxidase em tecido foliar de feijoeiro tratado via asperséo
foliar com filtrado de isolados de Trichoderma spp.

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

Isolados Espécies Tempo (0)  Tempo (1)? Tempo (2)°
TIl T. virens 21,15a 20,75 a 45,05 b
TI2 T. harzianum 38,30 a 19,58 a 30,15 b
TI3 T. virens 33,70 a 89,15 a 68,30 a
Ti4 T. harzianum 20,10 a 12,18 a 39,63 Db

TM1 T. virens 4735a 75,15a 93,63 a
TM2 T. virens 76,10 a 59,80 a 62,68 a
TM3 T. virens 20,08 a 39,05a 4943 b
T™M4 T. virens 29,03 a 117,38 a 137,83 a
TLB2 T. harzianum 33,05a 74,13 a 11,70 b
TLB3 T. harzianum 41,05 a 26,13 a 59,60 a
TLB4 T. harzianum 29,78 a 29,43 a 103,60 a
TLB6 T. asperellum 47,73 a 55,58 a 21,33 b
TLB9 T. virens 75,45 a 11,13 a 32,10 b

TLB12 T. harzianum 39,98 a 35,03 a 74,95 a

TLB14 T. koningiopsis 20,28 a 11,50 a 12,53 b

TLB15 T. virens 47,20 a 14,38 a 93,00 a

TLB17 T. koningiopsis 56,85 a 34,05a 9,25 b

TOD1 T. harzianum 28,30 a 20,23 a 32,48 b
TOD2A T. longibrachiatum 23,80 a 21,48 a 16,48 b
TOD2B T. longibrachiatum 67,38 a 55,38 a 78,58 a

TOD3 T. harzianum 29,58 a 40,03 a 50,83 b

C.p* Controle Positivo 15,30 a 51,30 a 67,48 a
C.N° Controle Negativo 65,52 a 47,28 a 26,88 b
(CV%) 52,80

1: coleta realizada sem aplicacédo dos filtrados;
2: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacao dos filtrados;

3: coleta realizada no terceiro dia ap6s a inoculagdo do patégeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presencga do patdégeno);
5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0,5.

4.2.2 Atividade de Peroxidase (POX)

No experimento in vivo cujos tratamentos foram & aplicacdo dos isolados de

Trichoderma na semeadura (Tabela 7), a coleta do tempo 1 ndo apresentou resultado

significativo de atividade de POX, para o tempo 2 observa-se que os isolados TI2, TI3, TI4,
TM1, TM4, TLB2, TLB3, TLB9, TLB14, TD2A e TOD2B apresentaram médias inferiores

a do controle positivo, 0 que evidencia supressdo da atividade enzimética da peroxidase

ocasionadas pela acdo dos isolados de Trichoderma. Corroborando com estes resultados,
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Dildey et al. (2013), ndo observaram atividade de inducdo das enzimas POX e PFO em
feijoeiro contra o patdgeno Macrophomina phaseolina, na inoculagdo via semente de
diferentes isolados de T. harzianum.

Dildey (2014) ao estudar a interacdo dos organismos Trichoderma-feijoeiro pode
verificar que os isolados TM1, TM4 (T. virens), TOD2A e TOD2B (T. longibrachiatum)
acarretaram em supressdo enzimatica da POX, resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo. Sugere-se que tais resultados se deram por uma estratégia de sobrevivéncia
ou defesa por parte do antagonista, devido os mesmos impedirem o acionamento do arsenal

enzimatico da POX.
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Tabela 7. Atividade de peroxidase em tecido foliar de feijoeiro tratado via semente com
esporos de isolados de Trichoderma spp.

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

Isolados Espécies Tempo (1) Tempo (2)°
TI1 T. virens 208,46 a 323,50 a
TI2 T. harzianum 96,46 a 259,00 b
TI3 T. virens 179,62 a 204,57 b
TI4 T. harzianum 599,26 a 221,00 b

T™M1 T. virens 349,12 a 207,35b
TM2 T. virens 204,05 a 462,70 a
TM3 T. virens 240,50 a 320,80 a
TM4 T. virens 289,93 a 174,47 b
TLB2 T. harzianum 198,30 a 256,47 b
TLB3 T. harzianum 208,86 a 275,50 b
TLB4 T. harzianum 337,13 a 401,76 a
TLB6 T. asperellum 215,46 a 330,47 a
TLB9 T. virens 151,82 a 24712 b

TLB12 T. harzianum 287,93 a 535,65 a

TLB14 T. koningiopsis 208,76 a 190,46 b

TLB15 T. virens 143,13 a 345,10 a

TLB17 T. koningiopsis 201,66 a 410,03 a

TOD1 T. harzianum 21140 a 542,36 a
TOD2A T. longibrachiatum 231,40 a 301,77b
TOD2B T. longibrachiatum 151,13 a 204,93 b

TOD3 T. harzianum 310,27 a 296,17 a

c.p* Controle Positivo 268,10 a 424,46 a
C.N° Controle Negativo 298,65 a 228,20 b
(CV%) 28,42

2: coleta realizada apds 15 dias de emergéncia foliar das plantas tratadas na semeadura;

3: coleta realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presencga do patdégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx.
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Para o experimento com as plantas tratadas via pulverizagdo foliar com filtrados
dos isolados de Trichoderma spp., os tempos 0 e 1 ndo apresentaram diferenca significativa,
ou seja as plantas sem tratamentos e aquelas apenas tratadas com os filtrados nao
apresentaram incremento na atividade da POX, ja no tempo 2 observa-se que os isolados
TI1, TI2, T4, TM2,TLB2, TLB4, TLB6, TLB9, TLB12, TLB14, TLB17, TOD1, TOD2A,
TOD2B, e TOD3 reduziram a atividade enziméatica de POX em relagdo ao controle positivo
(Tabela 8).

Contrario a estes resultados EI-Rahman e Mohamed (2014), ao testar indutores de
resisténcia abidticos (benzotiadiazole) e bidticos (T. harzianum) em plantas de feijoeiro fava
contra mancha de chocolate, verificaram aumento significativo na atividade de POX ap6s
infeccdo do agente patogénico. Stefanello et al. (2014), ao trabalhar com filtrados dos
isolados (TLB15 (T. virens), TOD2A (T. longibrachiatum), TLB6 (T. asperellum) TOD3
(T. harzianum) e TLB17 (T. koningiopis) em plantas de trigo visando a inducdo de
resisténcia, puderam concluir que para o isolado TLB6 a atividade de peroxidase aumentou
em 213,89% sendo superior em relacdo aos demais isolados. No mesmo estudo os autores
observaram que os isolados TLB15 e TOD2A promoveram um acréscimo de 154,51% e

154,29% respectivamente, resultados diferentes aos encontrados neste estudo.
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Tabela 8. Atividade de peroxidase em tecido foliar de feijoeiro tratado via aspersdo foliar

com filtrados de isolados de Trichoderma spp.

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

Isolados Espécies Tempo (0)  Tempo (1)>  Tempo (2)°
TI1 T. virens 119,97 a 150,15 a 136,25 b
TI2 T. harzianum 175,63 a 173,15 a 108,60 b
TI3 T. virens 151,05 a 277,32 a 292,06 a
T4 T. harzianum 128,00 a 145,57 a 138,92 b
T™M1 T. virens 155,00 a 371,70 a 327,23 a
TM2 T. virens 140,33 a 351,80 a 111,32 b
TM3 T. virens 94,00 a 231,82 a 195,23 a
TM4 T. virens 234,83 a 233,33 a 326,20 a

TLB2 T. harzianum 155,60 a 191,72 a 127,95 b
TLB3 T. harzianum 159,75 a 331,25a 216,32 a
TLB4 T. harzianum 153,52 a 244,47 a 164,75 b
TLB6 T. asperellum 91,62 a 261,50 a 109,07 b
TLB9 T. virens 273,50 a 119,50 a 94,02 b

TLB12 T. harzianum 130,17 a 229,10 a 155,15 b

TLB14 T.koningiopsis 123,06 a 157,23 a 120,37 b

TLB15 T. virens 60,75 a 200,40 a 229,40 a

TLB17 T. koningiopsis 133,52 a 377,20 a 128,72 b

TOD1 T. harzianum 89,77 a 161,15 a 87,60 b
TOD2A T. longibrachiatum 122,32 a 176,42 a 81,02 b
TOD2B T. longibrachiatum 141,20 a 237,00 a 150,86 b

TOD3 T. harzianum 129,55 a 332,70 a 182,43 b

c.p Controle Positivo 70,75 a 188,20 a 191,75 a
C.N° Controle Negativo 155,40 a 122,05 a 77,67Db
(CV%) 32,76

O~ WNE

: coleta realizada sem aplicacéo dos filtrados;
: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacao dos filtrados;

: coleta realizada no terceiro dia apés a inoculagdo do patdgeno;
: controle positivo (auséncia do antagonista, presenga do patdgeno);
: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx.
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4.2.3 Atividade de Fenilalanina amdnia-liase (FAL)

A avaliacdo da atividade enzimatica de fenilalanina amdnia-liase em feijoeiro
tratado na semeadura (Tabela 9), ndo apresentou diferenca significativa para as coletas do
tempo 1 e do tempo 2. Semelhantes a estes resultados, Dildey (2014), ao testar oS mesmos
isolados de Trichoderma spp. em feijoeiro no momento da semeadura, puderam concluir que
0S mesmos suprimiram a atividade enzimatica de fenilalanina amonia-liase.

Ribas (2014) ao tratar plantas de feijoeiro com isolados de Trichoderma spp.,
visando a inducdo de resisténcia, observou que dentre estes o Trichoderma harzianum
ICBO5 foi oque mais se destacou, promovendo um notério aumento na atividade das
enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase, resultados contérios aos

encontrados no presente estudo.
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Tabela 9. Atividade de fenilalanina amdnia-liase em tecido foliar feijoeiro tratado via
semente com esporos de isolados de Trichoderma spp.

Atividade de fenilalanina aménia-liase (Unidade de enzima™ min™ g™ tecido fresco)

Isolados Espécies Tempo (1) 2 Tempo (2)°
TI1 T. virens 0,71a 2,00a
TI2 T. harzianum 457 a 0,71a
TI3 T. virens 4,18 a 0,71a
T4 T. harzianum 0,71a 2,45 a

T™M1 T. virens 7,48 a 2,69 a
TM2 T. virens 7,63 a 1,59a
TM3 T. virens 5,36 a 521a
T™MA4 T. virens 2,57 a 3,33a
TLB2 T. harzianum 1,65a 0,71 a
TLB3 T. harzianum 2,17 a 0,71a
TLB4 T. harzianum 1,11a 14,80 a
TLB6 T. asperellum 131a 2,76 a
TLB9 T. virens 3,14 a 2,01a

TLB12 T. harzianum 2,30 a 3,20 a

TLB14 T. koningiopsis 5,27 a 5,05a

TLB15 T. virens 0,81a 3,04 a

TLB17 T. koningiopsis 7,46 a 574 a

TOD1 T. harzianum 2,45 a 2,96 a
TOD2A T. longibrachiatum 7,94 a 4,47 a
TOD2B T. longibrachiatum 2,85a 1,66 a

TOD3 T. harzianum 5,06 a 441 a

c.p* Controle Positivo 1,30 a 4,69 a
C.N° Controle Negativo 2,86 a 0,71a
(CV%) 52,88

2: coleta realizada apés 15 dias de emergéncia foliar das plantas tratadas na semeadura;

3: coleta realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patdégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).

*Médias seguidas pela mesma letra minlscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0,5.
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Para o experimento com plantas de feijoeiro, tratadas via asperséo foliar com
filtrados de isolados de Trichoderma spp., a atividade de fenilalanina amonia-liase, nao
apresentou diferenca significativa, quando comparados os tratamentos aos controles, para as
coletas do tempo 0, tempo 1 e do tempo 2 (Tabela 10).

Contrario aos resultados obtidos neste estudo, Karthikeyan et al. (2006), ao
investigar a acdo da aplicacdo, no solo, de bioagentes (Pseudomonas fluorescens,
Trichoderma viride e T. harzianum, em combinacdo com quitina), sobre a inducdo de
enzimas relacionadas a defesa e fenois em raizes de coqueiros infectados com Ganoderma
lucidum. Concluiram que a aplicacdo dessas formula¢Bes de microorganismo combinado
com quitina acarretou em aumento significativo nas atividades de peroxidases,
polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase, nas plantas infectadas com G. lucidum. Apos a
aplicacdo de uma mistura de P. fluorescens, T. viride e quitina, as atividades tanto da
fenilalanina aménia-liase como da peroxidases foram maximas dentro de 3 dias, ao passo
que a da polifenoloxidase foi méxima dentro de 6 dias. Apds a imposic¢ao dos tratamentos, o
acumulo de fendis ocorreu dentro de 3 dias, com concentra¢6es maximas dentro de 9 dias.

Jayalakshmi et al. (2009), ao testar T .harzianum como eliciador de defesa em
grdo-de-bico (Cicer arietinum L.), contra murcha causada por Fusarium oxysporum f. sp.
ciceri. puderam concluir que o isolado de T. harzianum L1 mostrou aumento das atividades
de fenilalanina amonia- liase e polifenoloxidase além de conferir resisténcia ao
apodrecimento das raizes causada pela murcha, resultados diferentes dos encontrados no

presente estudo.
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Tabela 10. Atividade de fenilalanina amonia-liase em tecido foliar de feijoeiro tratado via
aspersao foliar com filtrado de isolados de Trichoderma spp.

Atividade de fenilalanina amonia-liase (ug acido transcinamico h™ g* massa frescah™ g

massa fresca)
Isolados Espécies
Tempo (0)  Tempo (1)° Tempo (2)°
TI1 T. virens 2,40 a 1,46 a 2,13a
TI2 T. harzianum 2,30 a 1,00 a 2,33 a
TI3 T. virens 3,54 a 0,71 a 1,71a
T4 T. harzianum 4,20a 0,71a 1,96 a
T™M1 T. virens 2,50 a 0,71 a 2,49 a
TM2 T. virens 3,58 a 1,75a 473 a
TM3 T. virens 4,40 a 2,40 a 3,80 a
T™M4 T. virens 2,8la 0,71a 2,77a
TLB2 T. harzianum 1,71a 2,75a 0,71a
TLB3 T. harzianum 1,76 a 1,07 a 2,39 a
TLB4 T. harzianum 4,36 a 2,89 a 1,93a
TLB6 T. asperellum 3,08 a 0,71 a 7,05a
TLB9 T. virens 0,71a 497 a 1,67 a
TLB12 T. harzianum 0,71 a 0,71 a 3,32 a
TLB14 T. koningiopsis 2,43 a 5,60 a 0,71a
TLB15 T. virens 2,94 a 4,04 a 2,38a
TLB17 T. koningiopsis 3,68 a 2,80 a 3,51a
TOD1 T. harzianum 3,40 a 2,97 a 0,71a
TOD2A T. longibrachiatum 0,71a 3,22a 1,75 a
TOD2B T. longibrachiatum 476 a 2,15a 252 a
TOD3 T. harzianum 6,48 a 4,56 a 2,66 a
c.p* Controle Positivo 4,26 a 2,64a 2,08a
C.N° Controle Negativo 2,86 a 445 a 4,08 a
(CV%) 47,14

1: coleta realizada sem aplicacéo dos filtrados;

2: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacdo dos filtrados;

3: coleta realizada no terceiro dia apés a inoculagdo do patdgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presenca do patégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patdgeno).

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx-+0,5.

4.2.4 Teor de Proteinas SolUveis Totais

No experimento in vivo cuja aplicacdo dos isolados de Trichoderma se deu no
momento da semeadura, ndo se observou diferenca significativa em relagdo ao incremento
no teor de proteinas soluveis totais em plantas de feijoeiro (Tabela 11).

Ao contrario deste, em estudo realizado por Shoresh e Harman (2008) verificaram
gue quando o Trichoderma harzianum é adicionado ao solo ou em tratamento via semente, 0

mesmo coloniza raizes e induz grandes mudancas no proteoma de plantulas de milho, dentre
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as quais se destacam a expressao de proteinas, 0s mesmos autores puderam concluir que esta
expressdo diferencial foi menor nas raizes de que na parte aérea, estando uma parte destas
proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos e outra associada a defesa a

fitopatdgenos, respostas expressas tanto a nivel local quanto a nivel sistémico.

Tabela 11. Teor de proteinas sollveis totais em tecido foliar feijoeiro tratado via semente
com esporos de isolados de Trichoderma spp.

Teor de Proteinas Soluveis Totais (Proteina mg g™ peso fresco)
Isolados Espécies Tempo (1) Tempo (2)°
TI1 T. virens 1,30 a 1,20 a
TI2 T. harzianum 1,68 a 1,38 a
TI3 T. virens 1,48 a 1,28 a
T4 T. harzianum 1,18a 1,13 a
T™1 T. virens 153 a 0,95a
TM2 T. virens 1,48 a 150a
TM3 T. virens 1,38 a 1,00 a
TM4 T. virens 1,60 a 1,25a
TLB2 T. harzianum 1,68 a 1,85a
TLB3 T. harzianum 1,60 a 1,05a
TLB4 T. harzianum 1,13 a 1,03 a
TLB6 T. asperellum 1,83 a 1,10 a
TLB9 T. virens 1,25a 1,48 a
TLB12 T. harzianum 1,43 a 1,73 a
TLB14 T. koningiopsis 1,88 a 1,05a
TLB15 T. virens 1,45a 1,05a
TLB17 T. koningiopsis 1,60 a 1,23 a
TOD1 T. harzianum 1,15a 1,32a
TOD2A T. longibrachiatum 1,43 a 1,05a
TOD2B T. longibrachiatum 1,35a 1,02 a
TOD3 T. harzianum 1,45a 1,33 a
c.p* Controle Positivo 1,28 a 1,03a
C.N° Controle Negativo 1,80 a 1,10 a
(CV%) 12,40

2: coleta realizada apds 15 dias de emergéncia foliar;

3: coleta realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista. presenca do patdégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista. auséncia do patégeno).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0.5.

Para os tratamentos aplicados em plantas de feijoeiro via pulverizacdo foliar de
filtrados de Trichoderma spp., 0s tratamentos ndo promoveram incremento nos teores de

proteinas solUveis totais em nenhum dos tempos de coleta (Tabela 12).
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Harman et al. (2004) em seus trabalhos com Trichoderma harzianum em milho
inoculado via semente, observaram resultados contrérios aos obtidos no presente estudo,
pois perceberam um aumento nos niveis de proteinas totais e atividades de -1,3 glucanase,
exoquitinase e endoquitinase, tanto nas raizes quanto na parte aerea, indicando inducéo de

resisténcia sistémica.

Tabela 12. Teor de proteinas sollveis totais em tecido foliar de feijoeiro tratado via
aspersao foliar com filtrado de isolados de Trichoderma spp.

Teor de proteinas solGveis totais (Proteina mg g™ peso fresco)

Isolados Espécies Tempo (0):  Tempo (1)>  Tempo (2)°
TI1 T. virens 155a 1,40 a 1,77 a
TI2 T. harzianum 155a 1,75a 1,35a
TI3 T. virens 1,70 a 1,72 a 1,67 a
T4 T. harzianum 1,30 a 1,32a 1,65a

™1 T. virens 1,27 a 1,27 a 2,10 a
TM2 T. virens 152 a 1,57 a 1,55a
TM3 T. virens 1,62 a 1,37a 195a
T™4 T. virens 1,55a 1,60 a 1,30 a
TLB2 T. harzianum 1,20 a 1,80 a 157 a
TLB3 T. harzianum 1,02 a 1,02 a 1,90 a
TLB4 T. harzianum 1,12 a 1,60 a 1,70 a
TLB6 T. asperellum 1,47 a 1,87 a 1,90a
TLB9 T. virens 1,32a 150 a 1,75a

TLB12 T. harzianum 1,27 a 1,62 a 1,85a

TLB14 T. koningiopsis 1,62 a 1,45a 1,32 a

TLB15 T. virens 1,62 a 1,60 a 1,80 a

TLB17 T. koningiopsis 1,65a 1,15a 1,47 a

TOD1 T. harzianum 1,25a 1,75a 1,62 a
TOD2A T. longibrachiatum 1,30 a 1,57 a 1,75a
TOD2B T. longibrachiatum 1,47 a 1,17 a 155a

TOD3 T. harzianum 1,35a 1,45a 1,62 a

c.p Controle Positivo 1,15a 1,70 a 2,10 a
C.N° Controle Negativo 1,45 a 1,80 a 1,75a
(CV%) 12,39

: coleta realizada sem aplicacdo dos filtrados;

: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacao dos filtrados;

: coleta realizada no terceiro dia apés a inoculagdo do patdgeno;

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

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).

*Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0,5.

B ON -
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4.2.5 Teor de Fendis Totais

O teor de fendis totais no experimento in vivo com a aplicacdo dos isolados de
Trichoderma na semeadura ndo se apresentou diferencas significativas para os tratamentos
impostos em nenhum dos tempos de coleta, 0 que mostra que os isolados utilizados neste
estudo ndo sdo eficazes na inducdo de compostos fenolicos (Tabela 13).

Discordando com os resultados do presente estudo, Sriram et al. (2009), trabalhando
com isolados de Trichoderma harzianum na inducdo de resisténcia sistémica, contra
Phytophthora capsici em pimentdo vermelho, observaram que para alguns isolados houve
aumento significativo no teor de fenGis em plantas tratadas com talco a base de T.
harzianum, reduzindo em 23% a infec¢do por P. Capsici em relacdo ao controle.

Yiedidia et al. (2003), ao estudar o efeito do T. asperellum inoculado nas raizes de
pepineiro, também obtiveram resultados que ndo corroboram com os do presente estudo, ja
que puderam concluir que o mesmo reduzia os sintomas da mancha-angular do pepino
(Pseudomonas syringae pv. lachrymans) em ate 80%, devido a inducdo de uma resposta
sistémica, a protecdo conferida pelo agente de biocontrole, foi relacionada a acumulagéo de
RNAmM de dois genes de defesa: o gene que codifica fenilalanina amonia-liase (PAL) enzima
chave da rota dos fenilpropanoide e o gene que codifica hidroperdxidos-liase (HP) da via da
lipoxigenase. Esta hipotese foi ainda apoiada pelo acimulo de metabdlitos secundarios de
natureza fenolica.

Ojha e Chatterjee (2012), ao testar o efeito de uma aplicacdo no solo de acido
salicilico em combinacdo com um agente de controlo bioldgico, T. harzianum, concluiram
que houve um acumulo de conteldo fendlico e enzimas de defesa (peroxidase e
polifenoloxidase) das plantas de tomate infectadas com Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. O teor de compostos fenolicos com o maior registro deu-se, nos tratamentos que
combinavam F. oxysporum + T. harzianum + acido salicilico. Estudos que apresentam
resultados similares aos dos tratamentos com isolados de Trichoderma spp. inoculados via
semente, mais que em contra partida se mostram contrarios quando os tratamentos se dao

por asperséo foliar de filtrados de isolados de Trichoderma spp. em feijoeiro.
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Tabela 13. Teor de fenodis totais em tecido foliar de feijoeiro tratado via semente com
esporos de isolados de Trichoderma spp.

Teor de Fenois Totais (mg catecol g ™ tecido seco)

Isolados Espécies Tempo (1) Tempo (2)°
TI1 T. virens 27,15a 25,95 a
TI2 T. harzianum 27,00 a 33,10 a
TI3 T. virens 26,90 a 26,32 a
T4 T. harzianum 30,62 a 35,45 a

T™1 T. virens 29,20 a 32,97 a
TM2 T. virens 31,20 a 27,77 a
TM3 T. virens 29,97 a 33,70 a
TMA4 T. virens 27,62 a 31,92 a
TLB2 T. harzianum 28,27 a 27,22 a
TLB3 T. harzianum 32,05a 29,80 a
TLB4 T. harzianum 30,57 a 32,47 a
TLB6 T. asperellum 32,97 a 29,17 a
TLB9 T. virens 31,07 a 33,42 a

TLB12 T. harzianum 29,30 a 32,80 a

TLB14 T. koningiopsis 32,82 a 33,27 a

TLB15 T. virens 29,62 a 28,52 a

TLB17 T. koningiopsis 31,32 a 35,70 a

TOD1 T. harzianum 32,32 a 33,50 a
TOD2A T. longibrachiatum 32,95a 29,70 a
TOD2B T. longibrachiatum 27,62 a 33,87a

TOD3 T. harzianum 29,57 a 29,07 a

c.p* Controle Positivo 28,00 a 33,87 a
C.N° Controle Negativo 32,62 a 30,95 a
(CV%) 9,20

2: coleta realizada apds 15 dias de emergéncia foliar;

3: coleta realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patgeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista. presenca do patdégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista. auséncia do patdgeno).

*Médias seguidas pela mesma letra minlscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0.5.

Para o experimento com aplicagcdo em plantas de feijoeiro via pulverizagéo foliar de
filtrados de Trichoderma spp., pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica para 0s
teores de fendis totais, ndo promovendo os tratamentos incremento de compostos fendlicos
(Tabela 14).

Karthikeyan et al. (2006), ao trabalhar com os microrganismos: Pseudomonas
fluorescens, T. viride e T. harzianum, usados em combinacdo com quitina, sobre a inducao
de enzimas de defesa e fendis em raizes de coqueiro infectados com Ganoderma lucidum
agente causal da Ganoderma. Notaram que a aplicagdo resultou em aumento significativo na
atividade de peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, quitinase e [-1,3

glucanase e no acumulo de fendis, que continuou aumentado significativamente com o
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passar dos dias decorridos da aplicacdo do tratamento, atingindo 0s niveis maximos de
compostos fenolicos aos 9 dias apds o tratamento, acarretando na redugdo da Ganoderma.
Contrarios aos resultados do presente estudo, Rajeswari, (2014), ao examinar 0s
efeitos de filtrado de cultura de T. viride, T. harzianum, Pseudomonas fluorescens em
Arachis hypogaea (amendoim-comum) infectada com Fusarium oxysporum, agente causal
da fusariose, pode concluir que houve um aumento de até trés vezes nos teores de fendis, em
relacdo ao controle, e de trés a cinco vezes para as enzimas antioxidantes: catalase,
peroxidase e polifenoloxidase. Segundo 0 mesmo autor, o estudo em questdo indica que a
aplicacdo de agentes de biocontrole pode ser um método ecologicamente viavel na gestdo de

doencas de plantas, pois induz o mecanismo de defesa.
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Tabela 14. Teor de fendis totais em tecido foliar de feijoeiro tratado via asperséo foliar com
filtrado de isolados de Trichoderma spp.

Teor de fendis totais (mg catecol g ™ tecido seco)

Isolados Espécies Tempo (0)  Tempo (1)>  Tempo (2)°
TI1 T. virens 27, 75a 33,43 a 2450 a
TI2 T. harzianum 26,48 a 34,65 a 28,05 a
TI3 T. virens 25,25 a 32,78 a 24,80 a
TI4 T. harzianum 27,60 a 36,93 a 26,93 a

™1 T. virens 22,78 a 28,60 a 26,00 a
TM2 T. virens 23,70 a 31,90a 25,45 a
TM3 T. virens 25,45 a 29,90 a 24,88 a
TM4 T. virens 28,45 a 26,68 a 29,35a
TLB2 T. harzianum 27,30 a 27,05a 31,33 a
TLB3 T. harzianum 26,08 a 31,18 a 24,78 a
TLB4 T. harzianum 27,03 a 30,88 a 22,40 a
TLB6 T. asperellum 29,85 a 35,98 a 32,23 a
TLB9 T. virens 21,75 a 35,53 a 24,30 a

TLB12 T. harzianum 29,98 a 30,88 a 28,33 a

TLB14 T. koningiopsis 23,63 a 35,18 a 27,68 a

TLB15 T. virens 27,13 a 37,80 a 25,25 a

TLB17 T. koningiopsis 22,25 a 29,43 a 25,73 a

TOD1 T. harzianum 24,05 a 32,98 a 27,20 a
TOD2A T. longibrachiatum 25,58 a 31,95a 30,00 a
TOD2B T. longibrachiatum 25,68 a 3255a 25,05a

TOD3 T. harzianum 27,33 a 34,03 a 26,85 a

Cc.p* Controle Positivo 23,98 a 29,80 a 23,33 a
C.N° Controle Negativo 21,58 a 26,25 a 34,08 a
(CV%) 9,84

1: coleta realizada sem aplicacédo dos filtrados;

2: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacao dos filtrados;

3: coleta realizada no terceiro dia ap6s a inoculagdo do patégeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presencga do patdégeno);

5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0,5.

4.2.6 Teor de Lignina

Os teores de lignina foram determinados apenas no experimento com aplicagéo de
filtrados de Trichoderma via pulverizagdo foliar aos 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas
de feijoeiro. Assim, avaliando-se os tratamentos empregados, observa-se que 0S mesmaos nao
apresentaram diferenca significativa, sendo os isolados testados no presente trabalho neste

modo de aplicacéo, ineficientes no incremento de lignina em feijoeiro.
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Discordando com os resultados aqui obtidos, EI-Rahman e Mohamed (2014), ao
testar indutores de resisténcia abioticos (benzotiadiazole) e biodticos (T. harzianum) em
plantas de feijoeiro fava contra mancha de chocolate, verificaram reducdo na doenca e
associaram esta protecdo com o aumento significativo na atividade de fenilalanina aménia-
liase e peroxidase. Além disso, notaram que apds o tratamento com os indutores e a
inoculagdo do patdgeno, o contetdo de lignina e de pectina na parede celular das plantas
aumentou significativamente, em comparacdo com as plantas infectadas e néo tratadas.

Mandal e Mitra (2007) ao testar a acdo dos elicitores a base de extrato de micélio
Fusarium (FME), quitosana (CHT), filtrado de cultura de Fusarium (FCF) e extrato de
micélio Trichoderma (TME) em Lycopersicon esculentum, notaram que o TME provocou
alteracdes nos teores de compostos fendlicos, além de acarretar em aumento significativo na
deposicdo de lignina nas paredes celulares de raizes de tomate apds 12, 24 e 36 horas de
elicitacdo, isso consequentemente provocou fortalecimento da parede celular, por meio da
deposicdo de lignina, precedida pela inducdo das enzimas (fenilalanina amonia liase,
peroxidase, polifenoloxidase e cinamil alcool desidrogenase) que parece desempenhar um
papel importante na resposta de defesa de Lycopersicon esculentumpotencial. Este estudo
vem confirmar o potencial do Trichoderma spp. em alterar o metabolismo vegetal, sendo ele
um aliado na defesa contra fitopatogenos.

Outros estudos comprovam a benéfica associagdo ecoldgica (simbidtica) de alguns
microorganismos e plantas, tais como resisténcia a extresses de origem ambiental e
fitopatogénica, em vista disto Régo et al. (2014) em seus estudos objetivando a
caracterizacdo de alteracBGes anatbmicas e bioquimicas em raizes de plantas de arroz tratadas
na semeadura com rizobactérias (Burkholderia pyrrocinia (R-46) + Pseudomonas
fluorescens (R-55)) e Trichoderma asperellum (Ta: mistura de estirpes T-06, T-09, T-12 e
T-52), perceberam que os tratamentos a base de Burkholderia pyrrocinia+ Pseudomonas
fluorescens e Trichoderma asperellum acarretaram em aumento do comprimento, do
didmetro e da expansdo do cortex e do cilindro vascular. Os mesmos autores também
notaram elevagdo no teor de fendis totais, aumento nos flavondides e incremento nos teores

de lignina, resultado da interacdo vegetal e dos bioagentes (rizobactérias e Trichoderma

spp.).
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Tabela 15. Teor de lignina em tecido foliar de feijoeiro tratadas via aspersdo foliar com

filtrado de isolados de Trichoderma spp.

Teor de lignina (mg lignina g-1 tecido seco)

Isolados Espécies Tempo (0)  Tempo (1)>  Tempo (2)°
TI1 T. virens 12,15a 16,98 a 18,00 a
TI2 T. harzianum 14,18 a 15,88 a 20,28 a
TI3 T. virens 15,70 a 15,05 a 19,18 a
T4 T. harzianum 12,03 a 1293 a 17,68 a

T™M1 T. virens 10,75 a 16,78 a 20,18 a
TM2 T. virens 10,50 a 16,48 a 18,95a
TM3 T. virens 13,13 a 15,78 a 23,80 a
TMA4 T. virens 12,28 a 13,70 a 21,18 a
TLB2 T. harzianum 12,43 a 14,93 a 19,70 a
TLB3 T. harzianum 13,68 a 19,18 a 17,98 a
TLB4 T. harzianum 12,18 a 12,95 a 21,75 a
TLB6 T. asperellum 12,00 a 14,68 a 19,00 a
TLB9 T. virens 11,28 a 15,53 a 21,60 a

TLB12 T. harzianum 11,33 a 16,25 a 13,48 a

TLB14 T. koningiopsis 12,08 a 1485a 15,83 a

TLB15 T. virens 12,73 a 15,33 a 22,98 a

TLB17 T. koningiopsis 15,50 a 1493 a 24,08 a

TOD1 T. harzianum 9,40 a 18,43 a 18,35a
TOD2A T. longibrachiatum 15,10a 18,33 a 2150 a
TOD2B T. longibrachiatum 12,13 a 19,95a 16,90 a

TOD3 T. harzianum 1285a 17,85a 24,25 a

Cc.p* Controle Positivo 10,33 a 14,10 a 20,20 a
C.N° Controle Negativo 11,15a 15,20 a 24,33 a
(CV%) 12,80

1: coleta realizada sem aplicacédo dos filtrados;
2: coleta realizada no terceiro dia apés aplicacao dos filtrados;

3: coleta realizada no terceiro dia ap6s a inoculagdo do patégeno;

4: controle positivo (auséncia do antagonista, presencga do patdégeno);
5: controle negativo (auséncia do antagonista, auséncia do patégeno).
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de significancia respectivamente. Dados transformados por Vx+0,5.



67

4.2.7 Severidade de Antracnose

A severidade ndo apresentou diferenca significativa para os isolados testados no
presente trabalho, tanto na aplicacdo no momento da semeadura, quanto para a pulverizagéo
de filtrados de isolados de Trichoderma spp. via foliar, com exce¢do do isolado TM4 (T.
virens), que apresentou diferenca significativa em relacdo ao modo de aplicagdo do
tratamento, ao qual o tratamento via semente apresentou indices menores de severidade da
antracnose em relagdo ao tratamento via foliar.

Os niveis de severidade mostraram-se no geral baixos variando entre 0,84% a
1,58% (TM4 e controle negativo respectivamente) nos tratamentos via semente, e de 0,84%
a1,76% (TLB9 e TM4/TOD2A) nos tratamentos via pulverizacdo foliar (Tabela 16). Estes
dados podem n&o ser conclusivos, devido a condicdo ambiental subsequente a inoculagéo do
agente patogénico, ja que a implantacdo dos experimentos deu-se nos meses de outubro a
novembro de 2013, sendo a época com clima tipico de temperaturas mais elevadas nédo
propicia para o total estabelecimento da doenga.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Dildey (2014), que ao
trabalhar com estes mesmos isolados de Trichoderma spp., visando a inducgéo de resisténcia
a antracnose em feijoeiro, concluiu que 0s mesmos permaneceram com 0S niveis de
severidade baixos, para todos os tratamento incluindo os controles.

Resultados diferentes foram obtidos po Souza et al. (2012), que em seus trabalhos
visando a promocdo de crescimento e o controle da antracnose em feijoeiro a partir de
isolados de Trichoderma spp., concluiram que os isolados pertencentes as espécies
Trichoderma harzianum, T. strigosum e T. theobromicola , podem proporcionar aumento
superiores a 30% na producdo de matéria seca e reduzir a severidade da doenga entre 63 e
98%.

Silva et al., (2011), obtiveram resultados satisfatorios ao trabalhar com as espécies
T. harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. strigosum, T. longibrachiatum, e T.
koningiopsis, que foram inoculados no substrato por meio de gréos de arroz previamente
colonizados, mostrando-se eficientes como indutores de resisténcia a antracnose em
pepineiro, j& que os mesmos reduziram as lesdes da doenga, com destaque para
T. harzianum que foi eficaz na protecdo do feijoeiro, reduzindo a severidade da antracnose

entre 56,46% a 85,99%. No mesmo estudo, o0s autores verificaram também que, as espécies
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T. asperellum e T. atroviride também apresentaram protecdo contra Coletotrichum
lagenarium, e conferiram reducédo da severidade entre de 56,36% a 87,30%.

Estes estudos reafirmam o potencial do Trichoderma spp. em conferir protecdo a
plantas contra fitopatdgenos, o que ndo corrobora com os resultados encontrados no presente
trabalho, sendo a época de implantacdo do experimento um dos possiveis motivos da
severidade apresentar-se em niveis tdo baixos.

O uso de espécies de Trichoderma spp. deve continuar a ser alvo de pesquisas,
devido a ja comprovada eficacia destes biogentes em conferir protecdo das plantas a
fitopatdgenos. Outros mecanismos deste antagonista ainda necessitam serem avaliados e
elucidados, para uma maior compreensdo do modo de acdo destes microrganismos, visando
assim, se ter mais dominio para a utilizacio do mesmo em problemas rotineiros e

persistentes de ordem sanitaria na agricultura.
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Tabela 16 Severidade de antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum em
plantas de feijoeiro tratadas via semente ou pulverizagéo das folhas com filtrados de isolados

de Trichoderma spp.

Severidade de Antracnose (%)

Isolados Espécies Tratamento de Filtrados Via
Semente Foliar
TI1 T. virens 0,97 a 153 a
TI2 T. harzianum 1,07 a 1,07 a
TI3 T. virens 1,40 a 1,44 a
T4 T. harzianum 1,02 a 0,98 a
T™M1 T. virens 1,39a 1,02 a
TM2 T. virens 1,16 a 0,88 a
TM3 T. virens 0,93 a 1,21a
TMA4 T. virens 0,84 a 1,76 a
TLB2 T. harzianum 158a 0,93 a
TLB3 T. harzianum 125a 1,20 a
TLB4 T. harzianum 1,11a 0,84 a
TLB6 T. asperellum 1,43 a 1,16a
TLB9 T. virens 121a 0,84 a
TLB12 T. harzianum 1,11a 1,43 a
TLB14 T. koningiopsis 1,30 a 1,25a
TLB15 T. virens 0,88 a 1,30 a
TLB17 T. koningiopsis 1,62 a 1,11a
TOD1 T. harzianum 1,35a 1,16 a
TOD2A T. longibrachiatum 1,44 a 1,76 a
TOD2B T. longibrachiatum 0,93a 1,06 a
TOD3 T. harzianum 1,43 a 1,25a
C.p* Controle Positivo 1,07 a 1,11a
C.N° Controle Negativo 1,58 a 1,48 a

(CV%) 14,93

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

1-  Em geral os filtrados obtidos a partir dos isolados de Trichoderma spp.
reduziram o percentual de germinacédo do patégeno.

2-  Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram alta eficiéncia quando
confrontados ao patégeno inibindo seu desenvolvimento.

3- O antagonista propiciou aumento significativo apenas a atividade enzimética
da polifenoloxidase em feijoeiro tratado na semeadura, para as demais variaveis

analisadas 0 mesmo néo foi capaz de promover resultados significativos.
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