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RESUMO

BROETTO, Laline. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de 2017. Inducéo
de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli mediada por diferentes espécies de
Trichoderma na cultura do feijoeiro. Orientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn. Coorientador:
Prof. Dr. José Renato Stangarlin

A facilidade de utilizacdo de agrotoxicos e a demanda crescente pelas altas produtividades faz
com que o manejo de doencas de plantas seja realizado principalmente com a utilizacdo de
produtos quimicos. Por outro lado, é crescente a busca por novas tecnologias que possibilitem
um modelo de producdo que seja compativel com a sustentabilidade. Neste sentido, pesquisas
vém comprovando a eficiéncia na reducdo da intensidade de vérias doencas através da
utilizacdo da inducdo de resisténcia. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar
o0 potencial de isolados de Trichoderma spp. no manejo bioldgico de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, causador do crestamento bacteriano comum, na cultura do feijoeiro,
pela sua agdo direta e/ou através da inducdo de resisténcia atraves da ativacdo de mecanismos
enzimaticos de defesa. Foram utilizados quinze isolados de Trichoderma spp. (TI12, Tl4,
TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4, TLB9 e
TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17 (Trichoderma
koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)), em trés testes in vitro: confronto
direto com o patdgeno e producdo de compostos volateis e ndo volateis, e dois testes in vivo:
avaliacdo da severidade do crestamento bacteriano comum nas plantas de feijoeiro e avaliagcdo
da inducdo de resisténcia através da analise de enzimas de defesa; peroxidase (POX),
polifenoloxidase (PFO), fenilalanina amonia-liase (FAL) e B-1,3-glucanase (B-GASE). Os
isolados testados juntamente com o fator solo, autoclavado e ndo autoclavado, apresentaram
resultados muito discrepantes em relacdo a severidade, os resultado in vitro, a concentracéo
proteica e atividades das quatro enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia avaliadas no
trabalho. Os isolados TM4, TLB6, TLB4 e TI4 foram capazes de limitar o desenvolvimento
de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli nos trés testes in vitro realizados, confronto direto e
compostos volateis e ndo volateis. Os isolados TLB15, TM4, TLB9, TLB6, TLB2, TLB12,
TOD3 e TLB17 reduziram a severidade do crestamento bacteriano comum. Os isolados
TLB3, Tl4, TLB12 e TLB15 promoveram aumento na atividade das enzimas POX, PFO e B-
GASE. Os isolados TLB15, TLB12, TI4 e TLB3 foram 0s Unicos que proporcionaram
aumento da expressao no teor de proteinas totais e em trés das quatro enzimas testadas: POX,
PFO e B-GASE. O isolado TLB2 foi o que proporcionou maior reducdo da severidade da
doenca (80,58%), porém mostrou-se pouco eficiente nos testes in vitro e pouca acdo na
expressdo das atividades enzimaticas. Ja o isolado TLB15 que proporcionou reducdo da
severidade de 69,86%, mostrou acdo in vitro para ambos os compostos (volateis e ndo
volateis) e induziu maior teor de proteinas totais e a expressdo de POX, PFO e B-GASE. O
isolado TLB15 foi o isolado que mais vezes proporcionou, quando comparado a testemunha,
aumento da expressdo da atividade das enzimas avaliadas. De maneira geral, Trichoderma sp.
pode ser considerado promissor no manejo do crestamento bacteriano comum em feijoeiro.

Palavras-chave: Antagonismo. Controle biolégico. Crestamento bacteriano comum. Enzimas
de defesa. Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

BROETTO, Laline. State University of Western Parand, February 2017. Induction of
resistance to Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli mediated by different species of
Trichoderma in the bean crop. Advisor: Prof. Dr. Odair José Kuhn. Co-Advisors: Prof. Dr.
José Renato Stangarlin

The ease of using agrochemicals and the increasing demand for high productivity make the
management of plant diseases to happen mainly through the use of chemicals. On the other
hand, there is a growing search for new technologies that enable a production model
compatible with sustainability. In this sense, research has been proving the efficiency in
reducing the intensity of various diseases through induction of resistance. Therefore, this
work aimed to investigate the potential of Trichoderma spp. isolates in the biological
management of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, which causes common bacterial
blight, in the bean crop, by its direct action and/or through the induction of resistance through
the activation of enzymatic defense mechanisms. Fifteen isolates of Trichoderma spp. (T2,
T4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 and TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4,
TLB9 and TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17
(Trichoderma koningiopsis) and TOD2B (Trichoderma longibrachiatum)) were used in three
in vitro tests: direct comparison with the pathogen and production of volatile and non-volatile
compounds, and two in vivo tests: evaluation of the severity of common bacterial blight in
bean plants and evaluation of induction of resistance through defense enzymes analysis;
peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PFO), phenylalanine ammonia lyase (FAL) and -
1,3-glucanase (B-GASE). The isolates tested together with the factor soil, autoclaved and non-
autoclaved, presented very discrepant results in relation to the severity, in vitro results, protein
concentration and activities of the four enzymes related to induction of resistance evaluated at
work. The isolates TM4, TLB6, TLB4, and TI4 were able to limit the development of
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in the three in vitro tests performed, direct comparison
and volatile and non-volatile compounds. Isolates TLB15, TM4, TLB9, TLB6, TLB2,
TLB12, TOD3 and TLB17 reduced the severity of common bacterial blight. TLB3, Tl4,
TLB12 and TLB15 isolates promoted increased activity of POX, PFO, and B-GASE enzymes.
Isolates TLB15, TLB12, TI4, and TLB3 were the only ones that provided increased
expression in the total protein content and in three of the four enzymes tested: POX, PFO, and
B-GASE. The TLB2 isolate was the one that provided the greatest reduction in disease
severity (80.58%) but showed little efficiency in the in vitro tests and little action in the
expression of enzymatic activities. On the other hand, the TLB15 isolate, which reduced the
severity at a 69.86% rate, showed in vitro action of both compounds (volatile and non-
volatile) and induced higher total protein content and POX, PFO and B-GASE expression.
The TLB15 isolate was the isolate that provided most frequently when compared to control,
increasing of the expression of the activity of the enzymes evaluated. In general, Trichoderma
sp. may be considered promising in the management of common bacterial blight in bean crop.

Keywords: Antagonism. Biological control. Common bacterial blight. Defense enzymes.
Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos, a disponibilidade de recursos naturais, a relevante demanda
interna e o crescimento do consumo do mercado internacional indicam o potencial de
ampliacdo de uma das principais alavancas do crescimento econdmico brasileiro, a produgéo
agricola. Porém, se por um lado o pais apresenta uma das maiores producdes agricolas do
mundo, com notavel potencial de crescimento, por outro necessita mudar o seu modelo de
producdo, incorporando praticas que sejam compativeis com a sustentabilidade (ASSAD;
MARTINS; PINTO, 2011).

Em virtude do nosso atual modelo de desenvolvimento agricola, o Brasil ocupa desde
2008, o lugar de maior consumidor de agrotoxicos do mundo (FACCHINI; SOUZA, 2015). A
superacdo dessa problematica envolve a conversao do modelo agroquimico e mercantil atual,
para um modelo de base agroecoldgica, que necessita de participacdo popular, decisdo
politica, fortalecimento da educacdo continuada e, principalmente, o desenvolvimento de
pesquisas que permitam a promoc¢do de processos produtivos saudaveis (CARNEIRO et al.,
2015).

A busca por alta produtividade agricola com técnicas eficientes e de fécil uso faz com
que os agrotdxicos sejam amplamente utilizados para o controle de doencas de plantas.
Porém, no final do século passado, pesquisas se intensificaram e comprovaram a eficiéncia na
reducdo da intensidade de véarias doencas através da utilizacdo da inducdo de resisténcia
(KUHN; PASCHOLATI, 2010).

A inducdo de resisténcia em plantas ocorre devido a possibilidade de ativar os
mecanismos de defesa de uma planta (estruturais e bioquimicos) aumentando o nivel de
resisténcia aos patdgenos, sem a modificacdo do genoma, através da utilizacdo de um agente
indutor que pode ser abidtico (fatores quimicos) ou bidtico (microrganismos) (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; STADNIK, 2000).

Como potencial indutor biético, tem sido avaliado para superar os problemas causados
por métodos quimicos de protecdo de plantas, os fungos do género Trichoderma sp., que
podem ser encontrados em uma grande variedade de ecossistemas e latitudes, principalmente
em solos de producéo agricola ou florestal (BROTMAN; KAPUGANT; VITERBO, 2010).

Cultura de destaque na agricultura brasileira, o feijoeiro comum € um dos principais
alimentos produzidos e consumidos no Brasil e no mundo. Pela importancia nutricional e
cultural na culinaria de diversos paises, sua relevancia excede o aspecto econdmico
(BARBOSA; GONZAGA, 2012). Porém, a cultura esta sujeito a um grande numero de
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doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus (WENDLAND et al., 2016) e é
responsavel por 2% de todo o volume de agrotoxicos utilizados no Brasil (CARNEIRO et al.,
2015).

Muitas dessas doencas, dependendo das condigdes climaticas, podem causar grandes
perdas na producdo ou ainda inviabilizar determinadas areas para o cultivo. Os danos a cultura
podem ocorrer desde a semeadura até o periodo que os gréos estdo secos nas vagens (PAULA
JUNIOR et al., 2015).

Uma doenca importante de ocorréncia generalizada principalmente em regides quentes
e Umidas é o crestamento bacteriano comum, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli (PAULA JUNIOR et al., 2015). Os sintomas da doenca afetam principalmente a
parte aérea das plantas. Nas folhas, o inicio da lesdo é caracterizado por pequenas manchas
umidas na face inferior, que posteriormente aumentam de tamanho e coalescem, formando
areas pardas e necrosadas. Entre as areas necrosadas e o tecido sadio, normalmente € possivel
observar um estreito halo amarelado (MANO; OLIVEIRA; MARTINS, 2013). A doenca é
controlada principalmente por uso de variedades resistentes e rotacdo de cultura
(FRANSCISCO et al., 2013).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial de isolados de
Trichoderma sp. no manejo bioldgico de X. axonopodis pv. phaseoli na cultura do feijoeiro,
pela sua agdo direta e/ou através da indugdo de resisténcia através da ativacdo de mecanismos

enzimaticos de defesa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO FEIJOEIRO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma dicotileddnia, que pertence a
subclasse Archichlamydeae, ordem Rosales e familia Fabaceae (SANTOS et al., 2015).
Segundo Antunes (2008) o feijoeiro comum teve origem no continente Americano e a
importancia que o grdo adquiriu como alimento no mundo esta relacionado a sua distribuicéo
geogréfica.

O feijoeiro é uma planta anual herbécea, trepadora ou ndo, de sistema radicular
pivotante e parte aérea formada por uma haste principal ramificada, ereta ou ndo. As folhas
sdo compostas de trés foliolos e o fruto é uma vagem de comprimento variavel, de 10 a 20
cm, recurvada ou nédo, terminada geralmente em bico proeminente. As sementes apresentam
tamanhos e coloragdes variaveis de acordo com as variedades. O desenvolvimento do
feijoeiro compreende duas fases: vegetativa e reprodutiva. A fase vegetativa compreende o
periodo de desdobramento das folhas primarias até o aparecimento dos primeiros botbes
florais. A fase reprodutiva ocorre desde a emissdo dos bot6es florais até o pleno enchimento
de vagens e a maturacdo das sementes (SANTOS et al., 2015).

Dentre os elementos climaticos que mais podem influenciar a produtividade do
feijoeiro ressaltam-se a radiacdo solar, temperatura e a precipitacdo pluvial. Em relacdo ao
fotoperiodo, as cultivares brasileiras de feijoeiro geralmente sdo insensiveis (ANDRADE et
al., 2015).

O feijoeiro comum é um dos principais alimentos produzidos e consumidos no Brasil
e no mundo. Pela importancia nutricional e cultural na culinéria de diversos paises, sua
relevancia excede o aspecto econémico (BARBOSA; GONZAGA, 2012). Para Antunes et al.
(1995), o feijoeiro comum constitui uma importante fonte de proteina na dieta de grande parte
da populacdo mundial, principalmente em paises onde o consumo de proteina animal é
reduzido, por raz8es econémicas, culturais ou religiosas.

No Brasil, a mistura feijdo e arroz constitui a base da dieta da populacdo (BARBOSA,
2007). Rico em fibras soluveis, o feijdo tem sido comprovadamente responsavel por auxiliar
na prevengdo do cancer de colon, além de reduzir os niveis de agucar e de colesterol no
sangue em seres humanos (NALEPA; FERREIRA, 2013). Para Messina (1999) seu consumo



14

é benéfico do ponto de vista nutricional, pois a presenca de compostos fendlicos pode
possibilitar a reducdo de doencas.

Os principais paises produtores do grdo s&o: india, Brasil, Mianmar, China e Estados
Unidos da América (FAO, 2012). No ano de 2015 no Brasil, a producdo total foi de 3.115.000
toneladas em uma é&rea cultivada de 3.040.000 ha, movimentando mais de 8 bilhdes de reais
na economia brasileira (CONAB, 2016). A producdo nacional concentra-se nos Estados do
Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
Além disso, para abastecer o mercado interno é necessario a importacdo do produto de outros
paises como Argentina, Chile e Mexico (EMBRAPA, 2017). No Brasil, 0 consumo per capita
de feijao foi de aproximadamente 15,52 kg no ano de 2016 (CONAB, 2016).

Amplamente distribuido em todos os estados brasileiros, a cultura do feijoeiro pode
ser encontrada nos mais diversos graus de tecnificacdo, desde a cultura como subsisténcia até
a mais alta tecnologia, com irrigacdo, cultivares de alta produtividade, resisténcia a patégenos
e adubacéo equilibrada (TORRES; SILVA JUNIOR; MARINGONI, 2009). Em todas as
regibes de cultivo, a cultura pode ter sua producdo afetada por diferentes fatores, como
doencas, insetos pragas, acidez do solo, disponibilidade hidrica e condi¢do nutricional
(FAGERIA; STONE, 1999; SILVEIRA; STONE, 1998).

2.2 DOENCAS NA CULTURA DO FEINOEIRO COMUM

O feijoeiro comum possui notavel instabilidade produtiva, apresentando acentuada
vulnerabilidade a acdo dos agentes de natureza abidtica ou bidtica. O uso indiscriminado de
defensivos, aliado a estratégias puramente visando o incremento de rendimento, tem
provocado o rompimento do equilibrio natural regulado pelas relacdes patégeno-antagonista
(ANDRADE et al., 2015).

Uma das principais causas da baixa produtividade da cultura do feijoeiro no Brasil s&o
as doencas. Muitas dessas doencas, dependendo das condi¢des climaticas, podem causar
grandes perdas na producdo ou ainda inviabilizar determinadas areas para o cultivo. Os danos
a cultura podem ocorrer desde a semeadura até o periodo que 0s graos estdo secos nas vagens
(PAULA JUNIOR et al., 2015).

As doengas da cultura do feijoeiro podem ser divididas, didaticamente, em dois
grupos: doengas radiculares e doencas da parte aérea (sementes, vagens, hastes e foliares)
(MICHEREFF et al., 2005). Para as doencas da parte aérea 0s principais organismos que

podem interferir na produgdo sdo os fungos, os virus e as bactérias. Dentre essas doencas



15

pode-se destacar 0S mosaicos, 0 crestamento bacteriano comum, fogo selvagem, antracnose,
manchas angulares, manchas de alternaria, ferrugem, oidio e mofo branco (WENDLAND et
al., 2016).

Segundo Moura e Brito (2015), o cultivo do feijoeiro ocorre durante todo o ano no
pais, 0 que pode favorecer a manuten¢do do in6culo no ambiente e dificultar a interrupcéo do
ciclo das doengas que afetam a cultura.

2.2.1 Crestamento Bacteriano Comum

Relatada pela primeira vez nos Estados Unidos da América, Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, agente causal do crestamento bacteriano comum, € uma das principais doencas
gue acometem a cultura do feijoeiro, ocorrendo de maneira generalizada, principalmente em
regides quentes e imidas (PAULA JUNIOR et al., 2015). Segundo Wendland et al. (2016) e
Francisco et al. (2013) esta presente na maior parte do mundo e no Brasil tem sido descrita
como problematica na Regido Centro-Oeste e nos Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Parand, Espirito Santo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

A Dbactéria X. axonopodis pv. phaseoli pertence ao Reino Procaridtico, Divisdo
Gracilicutes, Classe Proteobactéria e Familia Pseudomonadaceae (AGRIOS, 2005). Possui
um flagelo polar, é mdvel, baciliforme e gram negativa. Quando cultivadas em meio &gar
nutriente apresentam col6nias de coloracdo amareladas e brilhantes, de bordos convexos e
lisos (BRADBURY, 1986).

Esse patdgeno é disseminado principalmente através de sementes (FRANCISCO et al.,
2013) onde pode sobreviver por até 15 anos, sendo o desenvolvimento da doenca favorecido
por temperatura e umidade elevadas e seus maiores danos ocasionados a 28 °C (RAVA,;
SARTORATO, 1994). A sobrevivéncia do patdgeno apés a colheita da cultura pode ocorrer
em sementes, plantas daninhas e algumas leguminosas (CTSBF, 2012).

Os sintomas da doenca afetam principalmente a parte aérea das plantas. Nas folhas, o
inicio da lesdo é caracterizado por pequenas manchas Umidas na face inferior, que
posteriormente aumentam de tamanho e coalescem, formando areas pardas e necrosadas.
Entre as areas necrosadas e o tecido sadio, normalmente & possivel observar um estreito halo
amarelado. Nas hastes, as manchas sdo compridas e avermelhadas e nas vagens as manchas
inicialmente apresentam-se encharcadas e posteriormente avermelhadas. As sementes podem
ou ndo apresentar sintomas visiveis, como descoloragdo e enrugamento (MANO; OLIVEIRA,
MARTINS, 2013).
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Segundo Francisco et al. (2013) o crestamento bacteriano comum é controlado
principalmente por uso de variedades resistentes e rotagdo de cultura. Para Paula Junior et al.
(2015) como os isolados da bactéria diferem quanto a agressividade, o desenvolvimento de
cultivares resistentes tem sido trabalhoso.

Segundo Bianchini, Maringoni e Carneiro (2005), o método principal de controle
baseia-se na utilizacdo de sementes sadias e para Viecelli e Moerschbacher (2013) é possivel
reduzir a severidade de X. axonopodis pv. phaseoli utilizando fertilizantes foliares a base de

manganés.

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

O Brasil, desde 2008, ocupa o lugar de maior consumidor de agrotoxicos do mundo. O
grande impacto na salde publica, além de envolver trabalhadores de diversos ramos de
atividades envolve todos os consumidores de alimentos contaminados (FACCHINI; SOUZA,
2015). Para Sousa et al. (2012), os diversos tipos de controle alternativo podem ser uma
alternativa viavel ao uso de produtos quimicos, porém, existe a necessidade de mais estudos,
relacionando principalmente o tipo de controle com a doenca especifica, visando subsidiar 0s
agricultores para a producdo de alimentos livres de agroquimicos e com menor impacto ao
meio ambiente. Segundo Stangarlin, Kuhn e Schwan-Estrada (2008), diversas pesquisas vem
testando produtos alternativos para reduzir os problemas fitossanitarios, principalmente
devido a crescente conscientizacdo dos problemas causados no ambiente pelo uso dos
produtos quimicos. Para Moraes (1992), uma das perspectivas do controle alternativo € o
controle bioldgico e a inducdo dos mecanismos de resisténcia das defesas das plantas.

O que se busca no manejo alternativo de doencas € o estabelecimento do equilibrio
biolégico que tem por objetivo reduzir a dependéncia dos produtos quimicos que contaminam
0 ambiente ou provocam alteracdes que comprometem sua sustentabilidade (SILVA; MELO,
2013).

A utilizacdo do controle bioldgico, que consiste na reducdo da quantidade e da
viabilidade do in6culo de um organismo patogénico ou de atividades determinantes da doenca
induzida por um ou mais organismos antagonistas ou indutores de resisténcia em plantas,
pode ser uma alternativa ao controle quimico (BLUM, 2007).

Para Morandi e Bettiol (2009), dentre as alternativas para a reducdo do uso de
agrotoxicos, um dos mais discutidos é o controle biol6gico, que pode tanto ser realizado pela

introducdo de um agente de controle biologico quanto aproveitar o controle biologico natural.
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Segundo Bedendo, Massola Junior e Amorim (2011), o controle bioldgico de doengas
de plantas é uma tentativa de transportar situacfes de ocorréncia frequente na natureza ao
sistema agricola. Baseado em relagbes antagbnicas, as principais interacbes entre
microrganismos presentes nos agentes utilizados no controle biolégico sdo: antibiose,
competicéo e parasitismo, além da possibilidade da ativacdo de mecanismos de defesa natural
das plantas.

O controle de doencas através da ativacdo de mecanismos de defesa natural das
plantas, visando aumentar a produtividade de culturas pelo controle de enfermidades, foi
provavelmente o primeiro método usado para o combate a fitopatdgenos, mas somente ha
pouco tempo comecou a ser investigado de forma mais direcionada para uma aplicacdo
pratica (ROMEIRO, 2008).

A protecdo contra patdgenos através da inducdo de resisténcia se manifesta
normalmente através da redugdo dos sintomas e inibicdo do crescimento dos agentes
patogénicos (BARROS et al., 2010).

No Brasil, alguns produtos bioldgicos estdo disponiveis para utilizacdo, dentre esses
podemos citar os fungos do género Trichoderma, que tém sido utilizados como um indutor
bidtico para controle de patdégenos de solo e parte aérea (MORANDI; BETTIOL, 2009).
Segundo os mesmos autores, foi na década de 1950 que ocorreu a primeira publicacéo sobre o
uso de Trichoderma como agente de controle biol6gico de doencas de plantas no Brasil. Para
Lucon (2014), embora a disponibilidade de produtos comerciais a base de Trichoderma tenha
aumentando nos ultimos anos, alguns entraves como falta de informacdes sobre esses agentes

e caréncia de produtos registrados tem dificultado no Brasil o crescimento deste mercado.

2.3.1 O Género Trichoderma

O género Trichoderma, pertence ao filo Ascomycota, Ordem Hypocreales (RESENDE
et al., 2004) e é composto por fungos naturais de solos de clima temperado e tropical que
podem viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos, controlando-os por varios
mecanismos (HARMAN et al., 2004). Até o momento foram descritas 328 espécies (INDEX
FUNGORUM, 2017) que geralmente sdo caracterizadas pelo rapido crescimento e capacidade
de sobreviver em condi¢des ambientais diversas (AL-SADI et al., 2015).

A principal caracteristica morfologica dos fungos do género Trichoderma é a presenca
de conidios, formados a partir de células conidiogénicas, que origina estruturas denominadas

conidioforos, além de apresentar micélio, de crescimento rapido e inicialmente de coloracéo
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branca, que a medida que o fungo se desenvolve, torna-se esverdeado e cotonoso. A coloragdo
da col6nia pode apresentar diferentes tons de verde, podendo ser influenciado pelo meio de
cultivo (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1980).

Estes fungos estdo presentes em solos agricolas em todas as latitudes e podem ser
facilmente cultivados in vitro apresentando uma esporulagdo de tom esverdeado
(BROTMAN; KAPUGANTI; VITERBO, 2010). Sdo altamente seletivos, seguros para a
salde humana, animal e do meio ambiente e ndo prejudicam os inimigos naturais (ZHANG,;
CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2015).

As diferentes espécies de Trichoderma podem colonizar a superficie da raiz e provocar
alteracdes no metabolismo da planta, favorecendo o desenvolvimento radicular e promovendo
melhor absorcéo de nutrientes e induzindo a expressao de genes envolvidos nas respostas de
defesa da planta contra patogenos (HERMOSA et al., 2000). Segundo Monte (2001) podem
crescer mais rapido que o patdgeno e utilizar sua fonte de alimentos; podem liberar produtos
que retardam o desenvolvimento ou causam a morte do patégeno ou ainda atuar parasitando
diretamente o patdgeno.

Mayo et al. (2015) relataram que isolados de Trichoderma sp. foram capazes de
induzir genes de defesa a Rhizoctonia solani causador da podriddo radicular de Rhizoctonia,
importante doenca do feijoeiro. Esse resultado corrobora com os apresentados por Pedro et al.
(2012), que relataram que Trichoderma strigosum foi capaz de conferir protegéo sistémica de
plantas de feijoeiro a antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum.

Para Keswani et al. (2014), Trichoderma tem sido utilizado como agente de controle
biol6gico em todo 0 mundo devido a sua atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de
fitopatdgenos. De acordo com os autores essa capacidade pode ser atribuida aos diversos tipos
de metabolitos secundarios produzidos pelo fungo e por isso vérias estratégias tém sido
testadas de modo a desenvolver formulacbes que facilitem a utilizacdo, como organismo

inteiro, suspensdo de esporos e/ou formulacdes a base de talco.

2.4 INDUCAO DE RESISTENCIA

Constantemente as plantas passam por diversas situacOes de estresses e conseguem
expressar respostas de defesa com objetivo de retornar ao metabolismo normal e superar tais
estresses (SOARES; MACHADO, 2007). Independente da chegada do patégeno ao sitio de
infeccdo, as plantas naturalmente possuem uma resisténcia baseada em barreiras e

mecanismos de defesa ja existentes (BARROS et al., 2010). Além disso, as plantas possuem
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outros mecanismos de defesa que permanecem inativos ou latentes, sendo ativados e
expressados apds serem expostas a agentes de inducdo (BONALDO; PASCHOLATI,
ROMEIRO, 2005).

A resisténcia induzida consiste no aumento do nivel de resisténcia por meio da
utilizacdo de agente externos, denominados indutores, ocorrendo de maneira ndo-especifica,
por meio da ativagdo de genes latentes que codificam para diversas respostas de defesa, tais
como proteinas relacionas a patogénese; enzimas envolvidas na rota de sintese de fitoalexinas
e espécies reativas de oxigénio; acumulo de lignina em tecidos circunvizinhos ao local de
penetracdo do microrganismo, entre outras (STADNIK, 2000).

Segundo Bonaldo, Pascholati e Romeiro (2005) agente indutor é qualquer composto
ou fator capaz de ativar mecanismos de defesa da planta, e eliciador é a molécula presente em
um indutor responsavel pela ativacdo desses mecanismos. Atualmente, eliciadores podem ser
classificados quanto a origem, biotica ou abiotica.

Um consideravel avango na inducéo de resisténcia com o uso de eliciadores de origem
abioticos foi observado ap6s o desenvolvimento do éster-S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico (acibenzolar-S-metil®, ASM). Produtos como Bion, Messenger,
Oryzemate, Elexa e Oxycom sdo alguns representantes de uma nova geracao de defensivos
agricolas, empregados em um programa racional e eficiente de manejo de doencas de plantas
(ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

A ativacdo dos mecanismos de defesa da planta por eliciadores de origem bidticos
pode ocorrer por compostos presentes em extratos de plantas, leveduras, exopolissacarideos
bacterianos, rizobactérias ou fungos promotores de crescimento, racas ndo virulentas do
patégeno ou ainda o préprio patégeno inativado (SILVA et al., 2008).

Durante a inducdo de resisténcia, o reconhecimento do agente patogénico ativa na
planta processos de sinalizacdo que conduz para a expressdo de genes associados a defesa
(METRAUX, 2007). Segundo Blum (2007) na induc&o de resisténcia, a planta tem a defesa
induzida, através de estimulo a producdo de enzimas relacionadas a defesa, fitoalexinas,
fenais e barreiras morfoldgicas.

O efeito protetor pode durar desde poucos dias ou por todo o periodo de vida da
planta, dependendo da espécie da planta e do indutor, ndo apresenta especificidade, portanto,
as plantas sao protegidas contra um amplo espectro de fitopatégenos (PASCHOLATI, 2011).
Porém, nem sempre a inducdo de resisténcia leva ao controle de uma doenga, pois 0s
mecanismos de defesa ativados podem ser de curta duracdo e localizados (BEDENDO;
MASSOLA JUNIOR; AMORIM, 2011). Alem disso, toda a alocag@o de recursos da planta



20

para ativacdo de mecanismos de defesa pode ser considerada como custo adaptativo que
podem refletir na produtividade (KUHN; PASCHOLATI, 2007; 2010).

2.4.1 Mecanismos de Inducéo de Resisténcia

A ativacdo de barreiras fisicas e quimicas envolvidas no processo de inducdo de
resisténcia de plantas contra fitopatogenos estd diretamente relacionada a eficiéncia do
hospedeiro em reconhecer a presenca do patdgeno, através de mecanismos de percep¢édo e
transducdo de sinais, que envolvem mudancas no estado de fosforilagdo de vérias proteinas e
alteraces transitorias no fluxo de ions através da membrana plasméatica (FERNANDES et al.,
2009; GUZZO; HARAKAVA, 2007).

Mudancas na atividade de enzimas chaves nos metabolismos primarios e secundarios
estdo relacionadas aos mecanismos de defesa das plantas contra fitopatogenos (ARAUJO;
MENEZES, 2009). Segundo Vieira Junior e Romeiro (2007), a inducdo de resisténcia tem
sido correlacionada diretamente a sintese de enzimas importantes em diferentes rotas
metabolicas de defesa, como peroxidases, lipoxigenases, glucanases, quitinases e fenilalanina
amonia-liase.

Os mecanismos de resisténcia das plantas envolvem barreiras estruturais e
bioquimicas que sdo divididos didaticamente em: pré-formados e pos-formados. Os pré-
formados, considerados passivos ou constitutivos, sdo aqueles presentes nas plantas antes do
patdgeno entrar em contato. Os pds-formados, considerados ativos ou induziveis, estdo
ausentes ou presentes em baixas concentracbes antes da infeccdo, sendo produzidos ou
ativados em resposta a presenca dos patogenos (PASCHOLATI, 2011).

Fatores como a cuticula, estbmatos e tricomas sdo considerados barreiras estruturais
pré-formadas. Barreiras como a lignificacdo, formacdo de halos, papilas e de camadas de
cortica e abscisdo constituem os mecanismos estruturais pos-formados (SILVA et al., 2008).

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados € possivel encontrar substancias como
fenois, lactonas, alcalGides, algumas proteinas e terpendides, como acido clorogénico, acido
catecdico e protocatecOico, avenacinas, tuliposideos, a-tomatina, glicosideos fendlicos,
enzimas de defesa vegetal e inibidores proteicos (STANGARLIN et al., 2011).

As barreiras bioguimicas pds-formadas englobam o acimulo de fitoalexinas e de
proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP) e a formacdo de radicais livres oriundos
do estresse oxidativo, como as espécies reativas de oxigénio e o 6xido nitrico (SILVA et al.,
2008; STANGARLIN et al., 2011).
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As Proteinas-RP compreendem um alto nimero de polipeptidios aparentemente
comum para diferentes espécies de plantas e induzidas de forma similar por diferentes
patégenos e com uma grande diversidade de funcées (PEREZ, 1990).

Outro mecanismo de resisténcia € a chamada reacdo de hipersensibilidade que
possibilita a planta limitar a infeccdo impedindo o acesso do patégeno a células vizinhas
(BARROS et al., 2010). A reacdo de hipersensibilidade é resultado da morte celular
programada no sitio de infeccdo que resulta no aparecimento de lesGes necroticas no local da
infeccdo e na expressdo de uma variedade de genes de defesa, impedindo o desenvolvimento
da infeccdo pelo patégeno (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011).

2.4.1.1 Peroxidases (EC 1.11.1.7)

Mudangas na atividade da enzima peroxidase tém sido correlacionadas a resposta de
resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas, atuando na oxidacdo de
componentes da parede celular numa acdo preventiva contra a penetracdo de patdgenos
(STANGARLIN et al., 2011). Para Araujo e Menezes (2009) e Kuhn (2007) o grupo de
peroxidases sdo bastante estudadas por apresentarem papel importante na defesa das plantas
contra fitopatdgenos e na maioria dos casos 0 aumento de sua atividade esté relacionada com
a reducdo da severidade da doenca.

As peroxidases, classificadas como proteinas relacionas a patogénese, pertencentes a
familia PR-9 (VAN LOON; VAN STREIN, 1999) atuam diretamente na defesa de plantas e
nas vias de sinalizacdo relacionadas a diversos processos fisiologicos (PINTO; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2011). Catalisam a oxidagdo e polimerizagdo de alcool hidroxicindmico na
presenca de perdxido de hidrogénio produzindo lignina que pode acumular-se nas paredes das
células das plantas, e em conjunto com a celulose e outros polissacarideos, funcionar como
uma barreira a penetracdo de fungos (STADNIK; BUCHENAUER, 2000). A lignificacdo
limita o crescimento e desenvolvimento do patdgeno nos tecidos vegetais, aumenta a
resisténcia da parede celular ao ataque de enzimas hidroliticas, a difusdo de toxinas
produzidas pelo patdégeno e impede o fluxo de nutrientes do hospedeiro para o invasor
(PASCHOLATI, 2011). Além de estar associada a lignificacdo, peroxidases tambem estéo
envolvidas nas ligagdes de polissacarideos e mondmeros, oxidagéo de fenois e do &cido indol-
3-acético, na cicatrizacdo de ferimentos e na regulacdo da elongacdo de células (CAMPOS;
SILVEIRA, 2003). Segundo Stintzi et al. (1993), a acdo catalitica das peroxidases produz
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espécies ativas de oxigénio que podem resultar na ativacdo de outras respostas de defesa em
plantas.

Segundo Araujo e Stadnik (2013), as plantas resistentes apresentam atividade de
peroxidase mais elevada quando em comparagdo com plantas suscetiveis, em geral associada
ao rapido reconhecimento da presenca do patdgeno e da ativacdo de defesas eficazes contra o

invasor.

2.4.1.2 Polifenoloxidases (EC 1.14.18.1)

A polifenoloxidase ¢ uma importante enzima para as plantas e geralmente estd
presente em alta concentracdo em tecidos infectados. Sua ac¢éo ocorre atraves da hidroxilacéo
de monofenois para o-difendis e entdo para quinonas. A provavel importancia da atividade da
polifenoloxidase esta na propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas, que para
0s microrganismos sdo mais téxicas que o fenol original (AGRIOS, 2005; CAMPOS;
SILVEIRA, 2003).

Além de estarem associadas a lignificacdo, as polifenoloxidases estdo associadas a
protecdo de plantas contra organismos invasores, pois a catdlise de compostos fenolicos
produzem quinonas reativas que possuem acdo toxica (MAYER; STAPLES, 2002).

Proximo ao local da descompartimentalizacdo celular induzida pelo patdgeno, a
peroxidase e a polifenoloxidase lideram a degradacdo oxidativa de compostos fenolicos. Esta
acao resulta no aparecimento de substancias escuras provenientes da polimerizacdo oxidativa
das quinonas (BOLWELL et al.,, 2002). As polifenoloxidases, em sua grande maioria
permanecem intracelularmente em estado inativado, nos cloroplastos, porém uma pequena
parte pode estar presente na parede celular (MAYER; STAPLES, 2002; TRAN; TAYLOR;
CONSTABEL, 2012). Apds a penetracdo do patdgeno a enzima € liberada dos tilacoides dos
cloroplastos e entdo produz quinonas através da oxidacdo dos compostos fenolicos
(THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 2004).

Os compostos fenolicos podem agir inibindo o crescimento bacteriano limitando a
translocacdo do patdgeno, pois atuam como precursores na formacdo de barreiras fisicas
(AYDEMIR, 2004). Ja as quinonas sdo moléculas altamente reativas, e podem se polimerizar
levando a formacdo de pigmentos de cor marrom ou preta, responsaveis pelo escurecimento
dos tecidos (KARSTEN et al., 2013).
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2.4.1.3 Fenilalanina amonia-liase (EC 4.3.1.5)

Enzima do metabolismo secundario mais estudada em plantas, a fenilalanina amonia-
liase, é responsavel pela desaminacdo da L-fenilalalina, transformando-a em amonia e acido
trans-cindmico, que pode ser incorporado em diferentes compostos fenodlicos como: acido
caféico, acido ferulico, acido 4-coumérico e &cido sindpico, os quais estdo presentes na
formacdo de ésteres, flavonoides, ligninas e coumarinas (SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). Sua atividade pode ser reguladora da biossintese de
fitoalexinas derivadas dos fenilpropandides (PASCHOLATI, 2011) e induzida pela
suplementacdo exogena de eliciadores como o &cido salicilico e o metil jasmonato (YAO,;
TIAN, 2005).

Envolvida na resisténcia a pragas e patdgenos, a fenilalanina aménia-liase € uma
enzima chave para todas as vias de sintese de compostos fenolicos. Sua producdo ocorre
durante o crescimento vegetal, sendo também induzida em ceélulas vizinhas a infec¢do por
varios estimulos como ferimentos, infeccdo, luz, reguladores de crescimento e contaminagéo
por metais pesados (RAHMAN; PUNJA, 2005).

Diferentemente das polifenoloxidases e peroxidases a fenilalanina amonia-liase atua
sobre um substrato especifico, a fenilalanina, porém é codificada por mdultiplos genes,
podendo ter varias combinagfes entre os mondmeros da enzima, cuja combinagdo depende do
indutor (DIXON; PAIVA, 1995).

2.4.1.4 B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39)

Enzima litica que hidrolisa a f-1,3-glucana, a atividade de P-1,3-glucanases
normalmente é elevada nos tecidos vegetais em resposta a infec¢do e tratamentos hormonais e
quimicos (PASCHOLATI, 2011). Com massa entre 25 e 35 kDa, essas endoglucanases
produzem a partir da laminarina oligdmeros de dois a seis unidades de glicose e constituem
um importante componente da parede celular de muitos fungos (BOL; LINTHORST,;
CORNELISSEN, 1990). Exemplo de proteinas-RP, a B-1,3-glucanase pode participar do
processo de expressao da resisténcia induzida de diferentes formas (ROMEIRO, 2007).

Pertencentes a familia PR-2, as B-1,3-glucanases podem exibir formas bésicas, que
ocorrem normalmente intracelularmente, nos vaclolos, e 4&cidas, que ocorrem
extracelularmente e possuem agdo imediata na defesa das plantas, pois agem diretamente nas
hifas invasoras (CAVALCANTI et al., 2005).
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Dixit, Singh e Singh (2015) observaram aumento significativo na atividade enzimética
de B-1,3-glucanase em feijoeiro tratados com diferentes espécies de Trichoderma, o que

possivelmente contribuiu para a reducéo da severidade de Sclerotinia sclerotiorum.

2.5 MICROBIOLOGIA DO SOLO, MICRORGANISMOS E INTERACOES

O solo € um sistema complexo e possuir uma boa qualidade fisica, quimica e bioldgico
¢ extremamente importante para se manter produtivo (SEIDEL, 2016). Segundo Torsvik,
Goks=yr e Daae (2009), um grama de solo pode conter 10 bilhdes de microrganismos
distribuidos em milhares de espécies. Para Kuhn e Stangarlin (2016) a presenga de
microrganismos no solo ocorre basicamente por conter agua, energia e nutrientes em ambiente
favoravel.

A fracdo viva do solo é essencial para seu funcionamento, pois 0s organismos possuem
funcbes de grande importancia, como a degradacdo de compostos organicos, ciclagem de
nutrientes, fixacdo bioldgica de nitrogénio e/ou o auxilio as plantas na absorcdo de nutrientes
(ANDREOTE; CARDOSO, 2016).

Segundo Cotta (2016), a diversidade microbiana esta diretamente relacionada com um
conjunto de fatores abioticos, como, atmosfera, temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes
nutricionais, entre outros e fatores bidticos, como genética microbiana e interacdo entre 0s
microrganismos. Para Moreira e Siqueira (2009) é a interacdo entre esses fatores que afeta
diretamente a ecologia, a atividade e a dinamica populacional de microrganismos no solo.

Os microrganismos e 0s outros seres vivos presentes no solo, como as plantas e a
fauna, ndo sobrevivem de forma isolada. Essas interacBes ecoldgicas podem ser divididas,
didaticamente, em dois grupos, interacfes positivas e interacfes negativas. Nas interacfes
positivas (relacbes simbidticas mutualisticas e comensalismo), pelo menos um dos
organismos envolvidos é beneficiado e nenhum deles é prejudicado, jA nas interacGes
negativas (antagonismo, predacdo, parasitismo e predacéo), pelo menos um dos organismos
envolvidos é prejudicado, ocorrendo ou ndo beneficios para a outra parte (MATOS;
DURRER; ANDREOTE, 2016).

Nos solos, as raizes das plantas crescem e secretam uma diversidade de exsudatos
organicos que estimulam o crescimento de microrganismos presentes na rizosfera
(ROMAGNOLI; ANDREOTE, 2016). A rizosfera, regido do solo sob influéncia das raizes, é

uma regido de grandes transformagdes microbianas, estimuladas pela liberagdo de compostos
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organicos produzidos pela planta e que resulta na atracdo de abundante diversidade de
microrganismos (KUHN; STANGARLIN, 2016).

Segundo Barret, Morrissey ¢ O’Gara (2011), os microrganismos residentes na
rizosfera influenciam diretamente o desenvolvimento das culturas, pois podem beneficiar ou
prejudicar a planta. Para Hartmann, Rothballer e Schmid (2008), a resisténcia das plantas para
a patogénese € dependente da composi¢do microbiana da rizosfera.

Para Sahashi, Tsuji e Shishiyama (1989) o cultivo de plantas em condi¢6es de solo
estéril pode torna-las mais susceptiveis a agentes patogénicos do que aquelas cultivadas sob
condig¢Bes normais de campo.

Segundo Walters (2009) as plantas podem ser induzidas a desenvolver uma maior
resisténcia aos patdgenos por tratamentos com agentes bidticos e abioticos. Apesar de ser de
amplo espectro e algumas vezes duradoura, a resisténcia raramente proporciona controle
completo da doenca, possivelmente pela capacidade de resisténcia da planta ja ser induzida
através de suas interagdes com o ambiente bidtico e abidtico.

Uma vez induzida, a planta pode resistir ao ataque do patdgeno devido a uma maior
capacidade de expressar defesas rapidamente, principalmente pela capacidade de todas as
plantas possuirem mecanismos genéticos para se defender e o tratamento indutor ativa defesas
diretamente e/ou condiciona a planta a expressar defesas rapidamente na presenga do
patégeno (priming) (GOELLNER; CONRATH, 2008; HAMMERSCHMIDT, 2007).

A inducdo de resisténcia é frequentemente associada a uma maior capacidade de
mobilizacdo de respostas de defesa celular induzida por uma infec¢cdo num processo chamado
“priming”. O modo de a¢do do “priming” ¢ o resultado da potencializacdo das respostas de
defesa celular, pois ao invés da direta sinalizacdo das respostas de defesa, a expressao s0 ira
ocorrer quando realmente necessario, ou seja, no momento do ataque do patdgeno, o que pode
revelar-se de enorme vantagem em termo de cursos de energia para a planta (CONRATH;
PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Os trés experimentos in vitro (confronto direto e compostos volateis e ndo volateis)
foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia e os dois experimentos in vivo (severidade
e inducdo de resisténcia) em cultivo protegido no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo
Protegido Prof. Dr. Mério César Lopes, pertencentes a Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Unioeste, campus de Marechal Candido Rondon, Parana.

O isolamento de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foi realizado a partir de folhas
de uma planta de feijdo com presenca de sintomas caracteristicos de crestamento bacteriano
comum (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005), pelo método do isolamento
indireto em meio AN (&gar — nutriente). As placas de Petri com o0 meio de cultura e o
patégeno foram mantidas a 28 °C (ROMEIRO, 2013b).

Os 15 isolados de Trichoderma spp. utilizados nos experimentos (Tabela 1),
pertencem a colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, e foram mantidos em placas de Petri com meio BDA (batata — dextrose — agar) 28 °C

e fotoperiodo de 12 horas.

Tabela 1 - Identificacdo, espécie e origem dos isolados de Trichoderma spp. utilizados nos
experimentos.

Isolado Origem Espécie
TI2 Itaqui — RS Trichoderma harzianum
T4 Itaqui — RS Trichoderma harzianum
T™M1 Macambara — RS Trichoderma virens
TM2 Macambara — RS Trichoderma virens
TM4 Macambara — RS Trichoderma virens
TLB2 Marechal Candido Rondon — PR Trichoderma harzianum
TLB3 Marechal Candido Rondon — PR Trichoderma harzianum
TLB4 Cascavel — PR Trichoderma harzianum
TLB6 Missal — PR Trichoderma asperellum
TLB9 Céu Azul - PR Trichoderma virens
TLB12 Entre Rios do Oeste — PR Trichoderma harzianum
TLB15 Missal — PR Trichoderma virens
TLB17 Medianeira — PR Trichoderma koningiopsis
TOD2B Santa Rosa Del Monday - PY Trichoderma longibrachiatum

TOD3 Santa Rosa Del Monday - PY Trichoderma harzianum
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3.1 EFEITO DE Trichoderma spp. NO CRESCIMENTO IN VITRO DE Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli

Para o teste in vitro de confronto direto, o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes para cada um dos 15 isolados de
Trichoderma spp. (tratamentos), totalizando 60 parcelas experimentais.

Para os testes in vitro, producdo de compostos volateis e ndo volateis, o delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com quatro repetices para cada
um dos 15 isolados de Trichoderma spp. (tratamentos) e uma testemunha, totalizando 64
parcelas experimentais, considerando-se cada placa uma unidade experimental.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, utilizando o software SISVAR, versdo 5.6
(FERREIRA, 2014).

3.1.1 Pareamento de Culturas — Confronto Direto

Para o confronto direto foi utilizado o teste de pareamento de culturas. Para isso, com
o0 auxilio de uma alca estéril, foi transferido a suspensdo de X. axonopodis pv. phaseoli na
concentracdo de 10® UFC mL™ com base em curva de absorbancia a 580 nm (MAFIA;
ALFENAS; GONCALVES, 2007) a 1 cm de uma das extremidades da placa de Petri
contendo meio BDA com adicdo de 8 g de caseina para cada 1.000 mL de meio (ZAUZA,;
ALFENAS; MAFIA, 2007). As placas contendo o patégeno foram incubadas por 24 horas a
28 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Apds este periodo, discos de meio de cultura BDA (10
mm de diametro) contendo micélio de Trichoderma spp. foram colocados na outra
extremidade da placa. Apdés 10 dias de incubacdo das culturas em BOD a 28 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, foi realizado a avaliagdo do experimento, conforme metodologia
adaptada de Fontenelle et al. (2011).

A avaliacdo do experimento foi realizada de duas maneiras: a primeira pela medida do
diametro de crescimento dos isolados de Trichoderma spp. e a segunda, adaptada dos critérios
propostos por Bell, Wells e Markhan (1982) e Rodrigues (2010) (Tabela2).
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Tabela 2 — Escala de nota utilizada para teste de pareamento de culturas adaptada dos critérios
propostos por Bell, Wells e Markhan (1982) e Rodrigues (2010).
Notas Escala de avaliacdo
Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o patdgeno
Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém nao sobre o patégeno
Antagonista cresce sobre %/, da placa de Petri
Antagonista cresce sobre %/; da placa de Petri
Antagonista cresce até metade da placa de Petri
Antagonista cresce até menos da metade da placa de Petri

OOl WDN P

3.1.2 Efeito dos Compostos Volateis de Trichoderma spp. no Crescimento de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Para a avaliacdo do efeito da producdo de compostos volateis, os isolados de
Trichoderma spp. foram cultivados em placas de Petri com meio BDA, sendo estas placas
fechadas na parte superior por outra placa de Petri contendo, meio AN na qual foi
previamente transferido 100 pL de suspensdo de células de X. axonopodis pv. phaseoli
calibradas para namero de colénias final entre 30 e 300. Estas placas ficaram fixadas e
vedadas por filme plastico e incubadas em BOD a 28 °C por um periodo de 36 horas. Apds
este periodo contabilizou-se 0 nimero de col6nias de bactéria por placa. O nimero de
col6nias foi comparado com outra placa contendo meio BDA sem a presenca de Trichoderma

(testemunha), conforme metodologia adaptada de Romeiro (2007).

3.1.3 Efeito dos Compostos Nao Volateis de Trichoderma spp. no Crescimento de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Para a avaliacdo do efeito da producdo de compostos ndo volateis, os isolados de
Trichoderma spp. foram cultivadas em caldo batata dextrose por sete dias, mantidas sob
agitacdo constante de 150 RPM em incubadora agitadora e em seguida, o0 meio foi filtrado
recolhendo-se o sobrenadante, o qual foi esterilizado por filtragdo com membrana de celulose
com poro de 0,22 um. 100 pL do sobrenadante estéril foram espalhados em placas de Petri
contendo meio AN, e as placas ficaram em repouso por 2 horas para absor¢do do
sobrenadante. Em seguida foram transferidos 100 pL de suspensdo de celulas de X.
axonopodis pv. phaseoli calibradas para numero de colénias final entre 30 e 300, e espalhadas
com o auxilio de alca de Drigalsky. As placas foram incubadas em BOD a 28 °C por 36 horas

e em seguida foi contabilizado o numero de coldnias por placa. O nimero de colbnias foi
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comparado com placas sem a adicdo de compostos produzidos pelos isolados fungicos
(testemunha).

3.2 ENSAIOS IN VIVO

O solo utilizado nos dois experimentos foi previamente autoclavado por 25 min a 120
°C, sendo essa operacgdo repetida apos 24 horas, para enchimento dos vasos de seis litros que
continham: solo — areia — matéria organica na proporcdo de 3:2:1. O solo LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de textura muito argilosa (SANTOS et al., 2013), foi retirado da
fazenda experimental Dr. Antbnio Carlos dos Santos Pessoa, localizado no Nucleo de
Estacdes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parand, situada na Linha Guara
no municipio de Marechal Candido Rondon, Parana, ndo sendo realizada adubacéo
complementar.

Para o tratamento das sementes de feijdo, os 15 isolados de Trichoderma spp. foram
cultivados em erlenmeyer contendo arroz (20 g de arroz para cada 25 mL de agua autoclavada
por 20 mim a 120 °C) e mantidos em BOD a temperatura de 28 °C, com fotoperiodo de 12
horas, durante 7 dias. Apds o periodo de incubacéo, foi realizada a semeadura do feijoeiro e
para cada semente de feijéo foi inserido no sulco da semeadura trés grdos de arroz, contendo
conidios e micélio dos Trichoderma spp. (PEDRO et al., 2012).

O cultivar de feijdo utilizado nos experimentos foi lapar 81 do grupo carioca, de porte

ereto com habito de crescimento indeterminado, tipo I1.

3.2.1 Avaliacdo da Severidade de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em Feijoeiro

Tratado com Diferentes Espécies de Trichoderma

Em cada um dos vasos de seis litros utilizados no experimento foram semeadas quatro
sementes de feijdo, conforme descrito no item 3.2, e apds doze dias foi realizado o desbaste
deixando-se apenas duas plantas por vaso.

Para avaliacdo da severidade foi realizado inoculagdo do patdgeno, 25 dias apos a
semeadura, quando as plantas apresentavam o primeiro trifélio completamente expandido,
através da pulverizacdo da suspensdo bacteriana com concentragdo de 108 UFC mL™ com
base em curva de absorbancia a 580 nm, aplicada por meio de borrifador manual, até o ponto
de escorrimento nas folhas das plantas de feijdo. Apds a inoculacdo, as plantas de feijoeiro
foram mantidas em camara umida por 36 h (MAFIA; ALFENAS; GONCALVES, 2007).
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Ap0s 20 dias da inoculagdo da bactéria foi realizada a avaliacdo da severidade atraves
da porcentagem de tecido com sintoma, utilizando-se para isso imagens digitais do primeiro
trifélio de cada uma das duas plantas de cada vaso e o software QUANT (VALE;
FERNANDES FILHO; LIBERATO, 2001).

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso (DBC) em esquema fatorial
(16 x 2) sendo 15 isolados de Trichoderma sp. e uma testemunha em dois tipos de substrato
(solo autoclavado conforme descrito no item 3.2 e solo ndo autoclavado) dispostos em quatro
blocos, totalizando 128 parcelas experimentais (vasos).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, utilizando o software SISVAR, verséo 5.6
(FERREIRA, 2014).

3.2.2 Indugdo a Resisténcia de Feijoeiro Tratado com Trichoderma spp. Para Protecao
Contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Para a avaliacdo da inducdo de resisténcia, o delineamento experimental utilizado foi
blocos ao acaso (DBC) em esquema fatorial (17 x 2) com quatro repeti¢des. Os tratamentos
consistiram da combinagdo de 15 indutores (Trichoderma spp.) e dois controles, sendo um
controle negativo (planta ndo inoculada com patégeno e semente sem inoculagdo de
Trichoderma sp.) e o outro controle positivo (planta inoculada com patdgeno e semente sem
inoculacdo de Trichoderma sp.), sob dois tipos de substrato (solo autoclavado conforme
descrito no item 3.2 e solo ndo autoclavado), totalizando 136 parcelas experimentais (vasos).

Em cada um dos vasos de quatro litros utilizados no experimento foram semeadas seis
sementes de feijao, conforme descrito no item 3.2, e apo6s dez dias foi realizado o desbaste
deixando-se apenas trés plantas por vaso.

Aos 20 dias ap6s a emergéncia das plantulas de feijoeiro, foram realizadas trés coletas
de tecido foliar para analises bioquimicas, conforme roteiro abaixo:

- 1% coleta: sem inoculacéo do patdgeno;

- 2% coleta: 72 horas ap6s a inoculacéo do patdgeno;

- 3% coleta: 144 horas ap6s a inoculagédo do patdgeno.

A inoculagdo artificial do patdgeno foi realizada através da pulverizagdo da suspensao
bacteriana com concentracéo de 102 UFC mL™ com base em curva de absorbancia a 580 nm,

aplicada por meio de borrifador manual, até o ponto de escorrimento nas folhas das plantas de
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feijdo. Apds a inoculagdo, as plantas de feijoeiro foram mantidas em camara imida por 36 h
(MAFIA; ALFENAS; GONCALVES, 2007).

As amostras de tecido foliar, coletadas para a avaliacdo dos parametros bioguimicos,
foram pesadas e acondicionadas em envelopes de aluminio, congeladas e mantidas em freezer
a -20 °C até o momento da extracdo para determinacdo da atividade das enzimas peroxidase
(POX), polifenoloxidase (PFO), fenilalanina amonia-liase (FAL) e B-1,3-glucanases (B-
GASE).

3.2.2.1 Obtengdo dos Extratos Proteicos

Para obtencdo dos extratos proteicos, amostras de folhas previamente armazenadas a
-20 °C (0,5 g) foram trituradas mecanicamente em 4 mL de tampéo fosfato de sodio 0,01 M
(pH 6,0) e 0,04 g de polivinil pirrolidona. A mistura foi centrifugada a 20.000g por 25 min a 4
°C, e o sobrenadante foi considerado como extrato enzimatico, o qual foi congelado a -20 °C,
para posterior determinacdo da atividades das enzimas (LUSSO; PASCHOLATI, 1999).

3.2.2.2 Determinacéo de Proteinas Totais

Para a determinacdo do teor de proteinas totais foi utilizado 785 pL de tampao fosfato
de sodio 0,01 M (pH 6,0), 15 puL do extrato proteico e 200 pL de reagente de Bradford (250
mg de corante Coomassie Brilhant Blue G-250, 125 mL de acido fosforico (H3PO,4) e 125 mL
de agua destilada). Apos adicionar o reagente sob agitacdo e incubar as amostras por 5 min,
foi efetuada leitura na absorbéancia de 595 nm em espectrofotdmetro. Cada amostra foi
formada por trés réplicas. A cubeta de referéncia consistiu de 800 pL de tampao fosfato 0,01
M (pH 6,0) e 200 uL do reagente. A absorbancia foi plotada em curva padrdo para proteina (y
=0,0483x + 0,0275, onde y é a absorbancia a 595 nm e x a concentra¢do de proteina com base
em albumina de soro bovino). Os resultados foram expressos em mg mL™ g massa fresca™
(BRADFORD, 1976).

3.2.2.3 Atividade de Peroxidase
Para determinacdo da atividade de peroxidase foi utilizado o método

espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm,

por um periodo de 2 min, com medida de densidade ética a cada 15 segundos. Para isso foi
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utilizado 300 pL do extrato proteico misturada a 700 pL do substrato, composto por 306 mL
de perdxido de hidrogénico, 12,5 mL de guaiacol (2%) e 87,5 mL do tampdo fosfato de sddio
0,01 M (pH 6,0). Os resultados foram expressos pela atividade na variacdo entre os valores
extremos situados na faixa de incremento linear (U.E. unidade de enzima) min™ mg proteina™
(HAMMERSCHIMIDT; NUCLES; KUC, 1982).

3.2.2.4 Atividade de Polifenoloxidases

A atividade de polifenoloxidase foi mensurada pela oxidagdo do catecol convertido em
quinona. O substrato foi composto por catecol na concentragdo 0,002 M, dissolvido em
tampdo fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,8). A reacdo foi entdo realizada misturando-se 50 pL
do extrato proteico e 950 uL de substrato. Em espectrofotdmetro, as leituras foram realizadas
a 420 nm, sendo determinadas por um periodo de 1 min, com densidade ética registrada a
cada 15 seg. A determinacdo da atividade ocorreu pela variagdo entre os valores extremos
situados na faixa de incremento linear (U.E. unidade de enzima) min™ mg proteina™,
conforme metodologia de Duangmal e Apenten (1999), adaptada por Kuhn e Pascholati
(2010).

3.2.2.5 Atividade de Fenilalanina Amonia-liase

Determinada pela quantificacdo colorimétrica do &cido trans-cinamico liberado do
substrato fenilalanina. Para isso, 50 pL do extrato proteico foram misturados a 450 pL de
tampéo Tris-Hcl 0,025 M (pH 8,8) e 500 uL de uma solucdo de L-fenilalanina 0,05 M. A
mistura foi incubada a 40 °C por 2 horas. Ap6s esse periodo, adicionou-se 60 puL de Hcl 5 M
de modo a parar a reacdo. A leitura entdo foi realizada em espectrofotdmetro a 290 nm. A
atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela diferenca entre a absorbancia da
mistura contendo amostra e do controle (50 pL de extrato proteico e 950 pL de tampdo Tris-
Hcl 0,025 M (pH 8,8)), a qual foi plotada em curva padrdo para &cido trans-cinamico (y =
0,0095x + 0,0255, onde y é a absorbancia a 290 nm e x a concentracdo de &cido trans-

cindmico (mg)), expressa em mg 4cido trans-cinamico h™ mg proteina™® (UMESHA, 2006).
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3.2.2.6 Atividade de pB-1,3-glucanases

Determinada pela quantificacdo colorimétrica de agucares redutores liberados a partir
da laminarina, a reacdo envolveu 50 pL do extrato proteico, 100 mL de tampédo fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0) e 150 pL de laminarina (2 mg mL™), desenvolvida durante 1 hora a 40
°C. Para o controle, a laminarina foi adicionada ap6s a incubacdo (VOGELSANG; BARZ,
1993). Os acucares formados foram quantificados através da extracdo de uma aliquota de 30
puL da solucdo anterior acrescentada a 1,5 mL da solucdo de hidrazida do é&cido p-
hidroxibenzoéico 0,5% (PAHBAH) (LEVER, 1972). A mistura foi mantida por 10 min a 100
°C, posteriormente resfriada em gelo por 10 min e a absorbancia foi determinada a 410 nm. A
determinagao da atividade de B-1,3-glucanases foi realizada pela diferenca entre a absorbancia
da mistura contendo amostra e do controle, a qual foi plotada em curva padrao para glicose (y
= 0,002x + 0,0046, onde y é a absorbancia e x a concentracdo de agucares redutores (mg)) e

expressa em equivalente mg glicose mL™ h™ mg proteina™.

3.2.2.7 Andlise dos Resultados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA). As médias dos
isolados agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% e as médias do fator solo e fator coletas
testadas pelo teste de Tukey a 5% utilizando o software SISVAR, versdo 5.6 (FERREIRA,
2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DE Trichoderma spp. NO CRESCIMENTO IN VITRO DE Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli

4.1.1 Pareamento de Culturas — Confronto Direto

Os efeitos dos tratamentos no teste de pareamento de culturas foram estatisticamente
diferentes pelo teste de Scott-Knott. Todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram
rapido crescimento micelial e 87% foram capazes de ocupar mais de % da placa (Tabela 3).

Tabela 3 — Notas atribuidas pela técnica de confrontacéo direta para Trichoderma spp., quanto
a inibicdo de crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e didmetro de
crescimento dos isolados de Trichoderma spp.. TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4,
TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4, TLB9 e TLB15
(Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17 (Trichoderma
koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum).

Isolados Classificagdo do Diametro de crescimento (mm)
antagonismo
TI2 1,0 80,0 a
T4 2,2 67,0b
TM1 50 48,4 ¢
TM2 3,0 65,1b
TM4 1,2 76,2 a
TLB2 3,0 66,5b
TLB3 2,0 68,6 b
TLB4 1,8 70,6 b
TLB6 1,2 74,6 a
TLB9 4,5 51,8¢
TLB12 1,8 74,8 a
TLB15 3,5 66,2 b
TLB17 2,0 69,4 b
TOD2B 3,0 63,8 b
TOD3 3,0 62,8 b
CV (%) 23,20 7,53

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Avaliados pela escala de notas propostas por Bell, Wells e Markhan (1982) e adaptada
por Rodrigues (2010), os isolados TI2, TM4, TLB4, TLB6 e TLB12 apresentaram
classificagdo de antagonismo entre 1 e 1,8 e os isolados Tl4, TLB3 e TLB17 classificagéo
entre 2 e 2,2 no confronto direto com X. axonopodis pv. phaseoli. O isolado TM1 apresentou

a maior média de notas, 5, e o menor crescimento micelial, 48,4 mm, ndo inibindo o
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crescimento da X. axonopodis pv. phaseoli. O isolado TM1 ndo diferiu estatisticamente do
isolado TLB9, que também apresentou um crescimento limitado de 51,8 mm (Tabela 3).

Utilizando a técnica de pareamento de culturas com isolados de Trichoderma sp. pode-
se considerar isolados muito eficientes aqueles que apresentarem notas entre 1,0 e 1,5, e
eficientes aqueles que apresentarem notas entre 2,0 e 2,5 (ETHUR, 2006). Segundo Dennis e
Webster (1971) o pareamento de culturas é importante para verificar o possivel efeito direto
do Trichoderma sp. no patégeno. E importante ressaltar que como o patogeno utilizado no
experimento é uma bactéria, a acdo do Trichoderma sp. sobre o patdgeno possivelmente ndo é
a do parasitismo, mas a competicdo por espaco ou a producdo de metabolitos pelo antagonista
que limitam o crescimento da bactéria, ou ainda, a producdo de metabdlitos pelo patégeno que
limitam o desenvolvimento do antagonista. Para Romeiro (2007) o pareamento de culturas
baseia-se no principio de que alguma substancia microbiana produzida pelos microrganismos
difunde-se no meio.

Os isolados Tl4, TM2, TLB2, TLB3, TLB4, TLB15, TLB17, TOD2B e TOD3 nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao diametro de crescimento, valores esses que
foram entre 62,8 mm e 69,4 mm, porém ao analisar a média de notas, os isolados T4, TLB3,
TLB4 e TLB17 merecem destaque por apresentarem médias de notas entre 1,8 e 2,2 (Tabela
3).

Apenas os isolados T12, TM4 e TLB6 foram capazes de crescer sobre o patégeno, e
conforme metodologia proposta por Ethur (2006) podem ser considerados os isolados de
maior eficiéncia na supressdo do crescimento in vitro de X. axonopodis pv. phaseoli.

Diferenca estatistica entre os tratamentos também foi encontrada por Fontenelle et al.
(2011), que avaliando o efeito de 28 isolados de Trichoderma sp. no crescimento de
Xanthomonas vesicatoria, observaram que todos os isolados avaliados foram capazes de
crescer sobre mais de % da placa e 26 cresceram sobre o patdgeno, resultando em uma média
de notas entre 1 e 2. De acordo com o0s autores, testes in vitro sdo utilizados como método
complementar aos ensaios in vivo e com a finalidade de elucidar possiveis mecanismos de
acao dos antagonistas.

Jagtap, Jangam e Dey (2012), testando cinco diferentes espécies de Trichoderma, T.
hamatum, T. harzianum, T. koningii, T. viride e T. lignorum, verificaram diferenca
significativa no crescimento de X. axonopodis pv. malvacearum in vitro. Medindo o didmetro
da colénia da bactéria 6 dias ap6s o pareamento das culturas, apenas T. hamatum e T.
harzianum foram capazes de reduzir o crescimento do patdgeno em mais de 40%. De acordo

com 0s autores as possiveis razfes para o efeito antagénico do Trichoderma sobre X.
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axonopodis pv. malvacearum in vitro, podem estar associadas ao rapido crescimento do
antagonista e a sua maior capacidade competitiva; e/ou por produzir metabdlitos capazes de
promover zonas de inibigcdo para limitar o crescimento do patogeno.

Tallapragada e Gudimi (2011) testando in vitro a eficiéncia de 10 isolados de
Trichoderma harzianum na supressdo de Xanthomonas sp., observaram que apos trés dias do
inicio do ensaio, todos os isolados foram capazes de crescer por toda a placa cobrindo a
col6nia do patdgeno.

Dixit, Singh e Singh (2015), realizando o teste de pareamento de culturas entre
diferentes espécies de Trichoderma e Sclerotinia sclerotiorum, relataram que os isolados de
Trichoderma foram capazes de inibir de 71,8% a 91,11% o crescimento do patégeno. E em
experimento realizado por Mayo et al. (2015) os isolados de Trichoderma foram capazes de
inibir de 14,6% a 72,77% o crescimento de Rhizoctonia solani.

Hoffmann et al. (2015) avaliando o potencial antagonico de 15 isolados na reducdo do
crescimento in vitro de Fusarium sp., relataram que 12 isolados foram capazes de crescer
sobre o0 patdgeno no teste de pareamento de culturas obtendo médias de notas entre 1 e 1,5, e
apenas trés isolados obtiveram notas maiores que 3.

Segundo Bedendo, Massola Junior e Amorim (2011) fungos do género Trichoderma
sdo capazes de competir com outros microrganismos por nichos ecoldgicos. Essa capacidade
de crescer de maneira mais rapida que o patégeno, é um dos requisitos para qualquer agente
de controle bioldgico eficiente.

Segundo Romeiro (2013a) a competicdo por nichos ecoldgicos pode ter importantes
implicacdes no controle biolégico de doencas de plantas, porém deve-se considerar que para
competir por espago fisico, um microrganismo precisa acionar varios outros mecanismos de

ataque e defesa.

4.1.2 Efeito dos Compostos Volateis e Ndo Volateis de Trichoderma spp. no Crescimento
de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Foi possivel verificar a redu¢do no nimero de colonias de X. axonopodis pv. phaseoli
a partir da producdo de metabdlitos volateis e ndo volateis dos diferentes isolados de
Trichoderma spp. (Tabela 4). A produgdo de compostos volateis pelas diferentes espécies de
Trichoderma spp. é considerado um fator importante no controle de fitopatdgenos
(BROTMAN; KAPUGANTI; VITERBO, 2010).
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Os isolados Tl4, TM1, TM4, TLB4, TLB6, TLB9, TLB15 e TOD2B foram capazes de
reduzir o nimero de colbnias do patdgeno para ambos os testes realizados, metabolitos
volateis e ndo volateis, quando comparados as testemunhas. O isolado TI2 reduziu o nimero
de col6nias do patdgeno apenas no teste de compostos ndo volateis enquanto os isolados
TLB2, TLB3 e TLB12 reduziram apenas no teste de compostos volateis (Tabela 4).

Os isolados TM2, TLB17 e TOD3 nédo foram capazes de reduzir o nimero de col6nias
do patogeno em nenhum dos testes realizados (Tabela 4).

Segundo Romeiro (2007) existe uma dificuldade de se detectar mudancas na
morfologia e no tamanho de col6nias de bactérias, por isso a observagdo neste tipo de teste
deve ser baseada na reducdo do nudmero de colbnias, porém muitas vezes 0s compostos
produzidos ndo reduzem a quantidade de col6nias significativamente, mas podem retardar por

varios dias o surgimento das col6nias do patdgeno bacteriano.

Tabela 4 — NUmero de col6nias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em placas de Petri,
submetidas ao teste de compostos volateis e ndo volateis com isolados de
Trichoderma spp.. TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma
harzianum); TM1, TM2, TM4, TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6
(Trichoderma asperellum); TLB17 (Trichoderma koningiopsis) e TOD2B
(Trichoderma longibrachiatum).

NUmero de colbnias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Isolados Compostos néo volateis Compostos volateis
TI2 7a 29b
T4 70a 228
T™1 80 a 22 a
™2 91b 30b
T™4 70a 232
TLB2 82b 2la
TLB3 88 b 203
TLB4 74a 262
TLB6 7a 22a
TLBY 79a 258

TLB12 85 b 20

TLB15 75a 182

TLB17 82 b 35b

TOD2B 76 a 248
TOD3 85 b 33b

Testemunha 88 b 32b

CV (%) 7,87 22,71

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A capacidade do Trichoderma sp. em inibir o desenvolvimento de outros patdgenos
pode ser explicada pela producdo de substancias com atividade antibidtica, tais como

gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina e enzimas
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hidroliticas extracelulares que apresentam atividade antagonista (DENNIS; WEBSTER, 1971;
MELLO, 1996; THRANE; JENSEN; TRONSMO, 2000).

Gangwar e Sinha (2010), testando in vitro a producdo de compostos volateis e nao
volateis de 52 isolados de Trichoderma spp. contra Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
observaram reducdo no crescimento radial das colonias da bactéria. De acordo com 0s
autores, para ambos o0s testes, compostos volateis e ndo volateis, os isolados de T. harzianum
foram os que mais se destacaram, chegando a inibir em até 55,5% o crescimento radial da
colbnia de X. oryzae pv. oryae quando comparado a testemunha.

Para Simon et al. (1988), a caracteristica volatil de determinados antibidticos, como as
pironas, conferem uma vantagem consideravel, pois gracas a essa condi¢do, podem atingir
microrganismos fisicamente distantes dos sitios de producdo. Segundo Acosta (2014), estudos
dos compostos volateis produzidos pelo Trichoderma, sdo de especial importancia,
principalmente pela rapida acéo biocida.

As espécies do fungo Trichoderma sdo reconhecidamente produtoras de metabolitos,
volateis e ndo volateis, que apresentam espectro de acdo antimicrobiana. A producdo dos
metabolitos é atribuida a varios genes e séo liberados nas fases de crescimento e esporulacéo
do Trichoderma e tém sido utilizados na inibigdo do crescimento de microrganismos (ISAIAS
et al., 2014). Dentre os metabdlitos produzidos pode-se citar: pironas, viridinas, azafilonas,
hidroxy-lactonas, isocianatos, entre outras (AMIN et al., 2010; VINALE et al., 2014).

Relatos envolvendo a acdo de compostos organicos produzidos pelo Trichoderma
contra bactérias fitopatogénicas sdo escassos. A expressiva maioria dos trabalhos encontrados
na literatura limitam-se a mostrar a eficiéncia dos compostos volateis e ndo volateis
produzidos pelo Trichoderma no controle in vitro de diferentes fungos fitopatogénicos, como
por exemplo; Rhizopus stolonifer (BOMFIM et al., 2010); Cylindrocadium scoparium
(CARVALHO FILHO et al., 2008); Sclerotinia sclerotiorum (AMIN et al., 2010; DILDEY et
al., 2014; LOBO JUNIOR; ABREU, 2000; ZANCAN et al., 2012); Macrophomina
phaseolina (BROETTO et al., 2014); Fusarium oxysporum (AMIN et al., 2010); Fusarium sp.
(HOFFMANN et al., 2015) Rhizoctonia solani (AMIN et al., 2010; PINTO et al., 2014);
Sclerotium rolfsii (AMIN et al., 2010; ISAIAS et al., 2014; MONTALVAO, 2012);
Colletotrichum capsici (AMIN et al., 2010); Helminthosporium oryzae (AMIN et al., 2010);
Alternaria brassicicola (AMIN et al., 2010); Verticillium dahliae (ISAIAS et al., 2014); entre

outros.
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4.2 ENSAIOS IN VIVO

4.2.1 Avaliacdo da Severidade do Crestamento Bacteriano Comum em Feijoeiro Tratado

com Diferentes Espécies de Trichoderma

N&o houve interacdo entre os fatores: isolados de Trichoderma spp. e diferentes
substratos (solo autoclavado e solo ndo autoclavado), ocorrendo apenas diferenca significativa

entre os 15 isolados de Trichoderma spp..

Tabela 5 — Severidade de crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em plantas de feijoeiro tratadas via semente por
isolados de Trichoderma spp.. TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3
(Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4, TLB9 e TLB15 (Trichoderma
virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17 (Trichoderma koningiopsis)
e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum).

Isolados Severidade (%) Reducdo da severidade (%)
TI2 24,30 b 41,32
Ti4 2497 b 39,70
TM1 40,96 d 1,09
TM2 42,97d -

T™M4 16,14 a 61,02
TLB2 8,04 a 80,58
TLB3 2541 b 38,64
TLB4 23,52 b 43,20
TLB6 17,41 a 57,96
TLB9 19,08 a 53,92

TLB12 17,47 a 57,81

TLB15 12,48 a 69,86

TLB17 19,67 a 52,50

TOD2B 31,15¢ 24,78

TOD3 17,66 a 57,35

Testemunha 41,41 d -

CV (%) 37,31

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Este resultado corrobora com o encontrado por Ethur et al. (2005), que nao
observaram diferenca significativa na utilizagéo de substrato autoclavado e ndo autoclavado
no biocontrole de Sclerotinia sclerotiorum em pepineiro, em ensaio com oito isolados de T.
virens. Porém, Menezes et al. (2004) observaram melhor eficiéncia na utilizacdo de espécies
de Trichoderma para manejo de Macrophomina phaseolina quando o substrato utilizado foi
autoclavado. Segundo Agrios (2005), embora o Trichoderma mostre-se eficiente no manejo

de inimero fitopatogenos em condi¢Bes controladas, como as encontradas em casas de
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vegetacdo, muitas vezes essa eficiéncia ndo ocorre em condi¢Ges normais de campo, pois 0
Trichoderma pode encontrar dificuldade para competir com a microflora existente.

Dos 15 isolados de Trichoderma spp. utilizados no experimento, apenas dois, TM1 e
TM2 (T. virens), ndo promoveram significativa reducdo na severidade da doenca. Os demais
isolados foram agrupados em trés grupos e foram capazes de reduzir de 24,78% a 80,58% a
severidade do crestamento bacteriano comum quando comparados a testemunha (Tabela 5).

Os isolados TM4, TLB2, TLB6, TLB9, TLB12, TLB15, TLB17 e TOD3 foram 0s
mais eficientes na reducdo da severidade do crestamento bacteriano comum quando
comparados a testemunha, sendo o isolado TLB2 (T. harzianum) o que apresentou a maior
reducdo, 80,58% (Tabela 5).

O segundo grupo composto pelos isolados TI2, Tl4, TLB3 e TLB4 apresentaram
reducdo da severidade do crestamento bacteriano comum de 38,64% a 43,20% quando
comparados a testemunha (Tabela 5).

Os resultados encontrados corroboram com Alfano et al. (2007), que testando T.
hamatum no manejo de Xanthomonas euvesicatoria do tomateiro, obtiveram reducdo da
severidade da mancha bacteriana em até 76%.

Segundo Matei et al. (2011), fungos do género Trichoderma crescem na superficie da
raiz das plantas e podem ser eficazes contra doengas foliares. Entre 0s mecanismos que
podem estar associados a essa relacdo benéfica para as plantas pode-se citar a inducdo de
resisténcia da planta hospedeira, através da inducdo na expressdo de diferentes enzimas. Para
Brotman, Kapuganti e Viterbo (2010), os isolados de Trichoderma, ao colonizarem a
epiderme e as células do cortex de raizes, ativam vias de sinalizacdo que desencadeiam
respostas de defesa nas plantas.

Fontenelle at al. (2011), testando 12 isolados de Trichoderma sp., relataram que todos
os isolados foram capazes de conferir protecdo ao tomateiro contra X. euvesicatoria e
Alternaria solani. De acordo com os autores, 0s isolados foram capazes de reduzir até 98,40%
da severidade da mancha bacteriana e 96,78% da pinta preta.

Gangwar (2013), em trabalho desenvolvido para controle de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae na cultura do arroz, obteve resultados expressivos utilizando T. harzianum, que foli
capaz de reduzir em até 71% a severidade da estria bacteriana do arroz quando comparado a
testemunha e 63% quando comparado ao controle quimico, aos 27 dias apés a inoculagdo do
patdgeno. De acordo com o autor, o controle quimico reduziu a severidade até os 16 primeiros
dias. Apds esse periodo inicial o destaque foi para o agente biolégico T. harzianum, que

demonstrou capacidade de reduzir a velocidade de progresso da doenca. Em relagcdo a
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producdo, o tratamento T. harzianum foi capaz de produzir 68% mais do que a testemunha e
24% mais do que controle quimico.

Segundo Gangwar e Sinha (2014), Trichoderma sp. podem atrasar o desenvolvimento
dos patdgenos pela rapida acumulacdo de fendis totais no local da infeccdo, acdo esta que
pode ser considerado a primeira fase dos mecanismos de defesa da planta. Em trabalho
realizado pelos autores, o conteudo de compostos fenodlicos totais em folhas de arroz
inoculadas com X. oryzae pv. oryzae foi maior em plantas tratadas com Trichoderma sp. o
que conferiu reducdo na severidade da doenca e resultou em aumento da producao de graos e
massa de 1.000 gréos.

Os fenilpropandides encontrados naturalmente em todas as plantas possuem funcéo
principal de protecdo contra ataques de microrganismos ndo patogénicos ou patogénicos
considerados fracos. Outros compostos fenolicos podem ser formados em resposta a tentativa
do patdégeno em ingressar na planta (CLIVE LO; NICHOLSON, 2008). Os compostos
fendlicos sdo compostos por fendis simples, glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados
dos &cidos benzdico e cinamico, ligninas, flavondides (flavonas, antocianinas e catequinas) o-
pirones (coumarinas e isocoumarinas) e quinonas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008).

4.2.2 Inducdo a Resisténcia de Feijoeiro Tratado com Trichoderma spp. Para Protecéo

Contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

4.2.2.1 Proteinas Sollveis Totais

Antes da inoculacdo do patdgeno (12 avaliacdo), os isolados T14, TLB2, TLB3, TLB12
e TOD3 (T. harzianum), TM1, TM2, TM4 e TLB15 (T. virens), TLB6 (T. asperellum) e
TOD2B (T. longibrachiatum), proporcionaram um aumento significativo no teor de proteinas
solGveis totais quando no solo ndo autoclavado. Ja no solo autoclavado nédo ocorreu diferenca

significativa entre os tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 6 — Teor de proteinas sollveis totais (mg mL™ g massa fresca™) em plantas de
feijoeiro tratadas via semente por isolados de Trichoderma spp.. T12, Tl4, TLB2,
TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4,
TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17
(Trichoderma koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum), em
diferentes substratos (solo autoclavado (A) e solo ndo autoclavado (NA)).

Teor de proteinas soldveis totais (mg mL™ g massa fresca™)

12 Coleta® 22 Coleta’ 32 Coleta®

Isolados NA A NA A NA A
TI2 0,4463 Ab* 0,4691 Aa, 0,5816 Aa* 0,4884 Aa, 0,4871 Aa* 0,5281 Aa,
T4 0,5611 Aa" 0,7414 Aa, 0,5712 Aa” 0,4968 Aag 0,3557 Aa" 0,3874 Aas
™M1 0,6621 Aa" 0,5628 Aa, 0,6736 Aa" 0,5459 Aa, 0,5749 Aa" 0,5181 Aa,
TM2 0,4819 Aa* 0,6287 Aa, 0,6156 Aa* 0,5699 Aa, 0,4000 Aa* 0,4697 Aa,
TMA4 0,5804 Aa" 0,6559 Aa, 0,5639 Aa" 0,5320 Aa, 0,4266 Aa" 0,5195 Aa,
TLB2 0,5309 Ba®* 0,7519 Aa, 0,5824 Aa®* 0,5746 Aa, 0,5212 Aa®* 0,5829 Aa,
TLB3 0,5681 Ba® 0,7761 Aa, 0,5950 Aa® 0,6707 Aa, 0,4187 Aa® 0,5907 Aa,
TLB4 0,3897 Bb* 0,6393 Aa, 0,6189 Aa* 0,5506 Aa, 0,4181 Aa* 0,5037 Aa,
TLB6 0,5509 Aa* 0,6057 Aa, 0,5564 Aa* 0,5053 Aa, 0,4953 Aa* 0,4240 Aa,
TLB9 0,4007 Ab* 0,5369 Aa, 0,5497 Aa* 0,7242 Aa, 0,5209 Aa* 0,6028 Aa,
TLB12 0,5250 Aa* 0,5617 Aa, 0,6282 Aa* 0,3838 Bb, 0,4301 Aa* 0,5112 Aa,
TLB15 0,6236 Aa" 0,5624 Aa, 0,6882 Aa" 0,5832 Aa, 0,5552 Aa" 0,4249 Aa,
TLB17 0,3758 Bb* 0,6134 Aa, 0,5609 Aa* 0,6146 Aa, 0,3541 Aa* 0,5525 Aa,
TOD?2B 0,4820 Aa* 0,4349 Aa, 0,5760 Aa* 0,5676 Aa, 0,4756 Aa* 0,4787 Aa,
TOD3 0,4678 Aa" 0,5806 Aa, 0,4417 Aa" 0,6177 Aa, 0,4212 Aa" 0,5174 Aa,
Controle P.  0,3961 Ab* 0,4482 Aa, 0,4233 Aa* 0,4384 Aa, 0,3447 Aa* 0,3809 Aa,
Controle N. 00,3879 Ab* 0,5141 Aa, 0,3421 Aa* 0,2847 Ab, 0,4136 Aa* 0,4024 Aa,

(CV%) 14,95

112 coleta, sem inoculagéo do patégeno;
22% coleta, 72 horas ap6s a inoculagéo do patégeno;

%3% coleta, 144 horas ap6s a inoculagdo do patégeno:
Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista e presenca do patdgeno);

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

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha para cada avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra grega para cada tipo de solo (ndo
autoclavado (NA): sobrescrito, autoclavado (A): subscrito), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx.

Na 22 avalia¢do (72 horas ap0s a inoculacéo do patégeno), a diferenca significativa no
teor de proteinas solUveis totais ocorreu no solo autoclavado. Nesta avaliacdo, apenas o
isolado TLB12 (T. harzianum), ndo diferiu do controle negativo, que apresentou o menor teor

de proteinas solGveis totais. Os demais isolados promoveram um aumento entre 65,2%,
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proporcionado pelo isolado TLB9 e 11,4%, proporcionado pelo isolado TI2, quando
comparados ao controle positivo. O resultado apresentado pelo controle negativo era
esperado, tendo em vista que estas plantas estdo se desenvolvendo na auséncia do patégeno e
auséncia de um indutor (Trichoderma sp). Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa
entre os tratamentos no solo ndo autoclavado nesta avaliagdo, o teor de proteinas sollveis
totais do controle negativo, também foi 0 menor entre os tratamentos (Tabela 6).

Na 3?2 avaliacdo (144 horas ap0s a inoculacdo do patdgeno), ndo ocorreu diferenca
significativa entre os tratamentos tanto para o solo autoclavado quanto para o solo nao
autoclavado (Tabela 6).

Quando comparados os isolados dentro do fator solo (autoclavado e ndo autoclavado),
o teor de proteinas solUveis totais apresentou diferenca significativa na 12 e na 2% avaliacgdo.
Na 12 avaliacdo os isolados TLB2, TLB3, TLB4 (T. harzianum) e TLB17 (T. koningiopsis)
proporcionaram maior teor de proteinas soluveis totais quando no solo autoclavado. Na 22
avaliacdo o isolado TLB12 (T. harzianum) apresentou maior teor de proteinas totais quando
no solo ndo autoclavado. Para os demais isolados ndo ocorreu diferenca significativa entre
solo autoclavado e ndo autoclavado (Tabela 6).

Em relacdo as coletas o Unico isolado que apresentou diferenca significativa entre cada
uma das avaliac¢Ges foi o TI4 (T. harzianum) quando no solo autoclavado (Tabela 6). Para os
demais isolados o teor de proteinas sollveis totais ndo apresentou diferenga significativa para
as coletas realizadas ao longo do experimento.

Segundo Viecelli (2008), estudos que demonstram o teor de proteinas sollveis totais
em plantas tratadas sdo importantes. Para Barros et al. (2010) a sintese de proteinas
relacionadas a patogénese (RP) talvez seja a mais evidente alteracdo decorrente da interacéo
planta-patdgeno. Segundo Pascholati (2011) dentre as proteinas solUveis, que sdo conhecidas

como proteinas-RP, destacam-se as peroxidases, p-1,3-glucanases e quitinases.

4.2.2.2 Atividade de Peroxidase

Na 12 avaliacdo (antes da inocula¢do do patdgeno) ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 7).

Resultado diferente foi observado por Zhang et al. (2016) em plantas de soja tratadas
com T. harzianum no controle de Sclerotinia sclerotiorum. De acordo com o0s autores a
atividade de peroxidase (POX) foi induzida pelo Trichoderma sp. mesmo antes da presenca

do patogeno e até 5 dias apos a inoculagéo de S. sclerotiorum.
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Tabela 7 — Atividade de peroxidase (unidade de enzima min™ mg proteina™) em plantas de
feijoeiro tratadas via semente por isolados de Trichoderma spp.. TI2, Tl4, TLB2,
TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4,
TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17
(Trichoderma koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum), em
diferentes substratos (solo autoclavado (A) e solo ndo autoclavado (NA)).

Atividade de Peroxidase (unidade de enzima min™ mg proteina™)

12 Coleta! 22 Coleta? 3 Coleta®

Isolados NA A NA A NA A
TI2 557,9 Aa" 6717 Aa, 992,0 Ab® 18951 Aa, 1165,1 Ab* 1015,4 Aa,
TI4 393,2 Aa® 576,4 Aa, 1002,7 Ab® 10285 Aag 26959 Aa* 31115 Aa,
™1 801,3 Aa" 631,8Aa, 889,2Ab° 16551 Aa, 3589,2 Aa® 1560,3 Aa,
T™M2 510,8 Aa®  569,6 Aa, 291,9Ab" 6004 Aa, 1709,0 Ab* 1562,2 Aa,
TM4 7609 Aa” 6256 Aa, 610,1 Ab* 1013,4 Aa, 1527,6 Ab® 1706,2 Aa,
TLB2 14498 Aa* 1191,4 Aa, 623,1Ab* 11969 Aa, 711,0 Ab® 20025 Aa,
TLB3 535,2 Aa®  561,1 Aag 4360,0 Aa® 2850,2 Aa, 5458,9 Aa® 3362,0 Aa,
TLB4 20494 Aa* 871,0 Aa, 1139,1 Ab* 15234 Aa, 1087,2 Ab® 1709,0 Aa,
TLB6 11585 Aa* 351,6 Aa, 2468 Ab® 5940 Aa, 21785 Ab® 11554 Aa,
TLB9 1222,6 Aa® 8458 Aa, 656,4 Ab® 12245 Aa, 3624,7 Aa® 2600,0 Aa,
TLB12 19199 Aa® 9998 Aa, 1981,1 Aa® 2716,4 Aa, 2930,4 Aa* 2525,5 Aa,
TLB15  1013,7 Aa" 1048,7 Aa, 1538,1 Ab® 15515 Aa, 4502,3 Aa" 3023,3 Aa,
TLB17 973,7 Aa" 717,3Aa, 534,1 Ab* 2091,6 Aa, 9222 Ab* 23277 Aa,
TOD2B 746,9 Aa®  431,1 Aag 1136,6 Ab”* 13495 Aa,s 14753 Ab* 2450,1 Aa,
TOD3 460,1 Aa® 1230,8 Aa, 1109,9 Ab™” 14189 Aa, 3240,3 Aa* 2762,0 Aa,
Controle P.  780,0 Aa® 4926 Aa, 794,8 Ab® 12464 Aa, 1226,3 Ab* 1377,0 Aa,
Controle N.  535,2 Aa® 357,2 Aa, 807,8 Ab* 1006,8 Aa, 926,2 Ab® 2068,1 Aa,

(CV%) 39,58

112 coleta, sem inoculagéo do patégeno;
22% coleta, 72 horas ap6s a inoculagdo do patégeno;

%3% coleta, 144 horas ap6s a inoculagdo do patégeno:
Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista e presenca do patdgeno);

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

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha para cada avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra grega para cada tipo de solo (ndo
autoclavado (NA): sobrescrito, autoclavado (A): subscrito), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx.

Na 22 avaliacdo (72 horas apds a inoculagéo do patdégeno) os isolados TLB3 e TLB12
(T. harzianum) promoveram aumento significativo da atividade de POX no solo néo

autoclavado. Esse aumento da atividade foi de até 448,6% proporcionado pelo isolado TLB3
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quando comparado ao tratamento controle positivo no solo ndo autoclavado. Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos no solo autoclavado (Tabela 7).

Na 32 avaliacdo (144 horas apos a inoculacdo do patdgeno) ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos no solo autoclavado. No solo ndo autoclavado os isolados
T4, TLB3, TLB12 e TOD3 (T. harzianum), TM1, TLB9 e TLB15 (T. virens) proporcionaram
um aumento significativo na expressdao da atividade de POX quando comparados aos
tratamentos controle. Esse aumento na atividade foi de até 345,1%, proporcionado pelo
isolado TLB3 (T. harzianum) quando comparado ao tratamento controle positivo (Tabela 7).

Quando comparados os isolados individualmente dentro do fator solo (autoclavado e
ndo autoclavado) ndo houve diferenca significativa para nenhum dos isolados em nenhuma
das avaliacdes (Tabela 7).

Analisando a atividade de POX ao longo do tempo, foi observado um aumento
significativo na 3% coleta para os isolados TI4, TM1, TM2, TLB3, TLB6, TLB9, TLB15,
TOD3 e para o tratamento controle positivo, no solo ndo autoclavado e nos isolados Tl4,
TLB3 e TOD3 no solo autoclavado (Tabela 7). O aumento da concentracdo de POX no
controle positivo é esperado, tendo em vista que mesmo na auséncia de um indutor a planta
expressa seus mecanismos de defesa, pois a atividade de POX esta relacionada ao processo de
infeccdo da planta pelo patégeno e ndo apenas pela utilizacdo de um indutor.

Mesmo com auséncia de diferenca estatistica ao longo do tempo nos tratamentos
controle positivo, para o solo autoclavado e controle negativo, para as duas condi¢des de
substrato, é possivel observar uma tendéncia no aumento da expressao da atividade de POX
(Tabela 7). Segundo Yedidia, Benhamou e Chet (1999) o aumento da atividade de POX esta
relacionada a uma resposta de defesa da planta independente da presenga de um indutor de
resisténcia, porém a presenca do Trichoderma na rizosfera potencializa a expressdo da
enzima.

O aumento da atividade de POX também foi observado por Bernal-Vicente et al.
(2015) em plantas de mel&o (Cucumis melo L.). De acordo com os autores, a inoculacdo de T.
harzianum T-78 nos substratos proporcionou aumento da atividade de POX em até 2,4 vezes
em comparacao ao tratamento controle. Alem disso, estimulou o crescimento das plantas e
contribuiu no manejo de Fusarium oxysporum.

Gajera et al. (2016) relataram que T. viride JAU60 foi capaz de aumentar a atividade
de POX em plantas de amendoim (Arachis hypogaea L.) em até 3,25 vezes e reduzir a
incidéncia da podridao do colo (Aspergillus niger Van Tieghem) em até 51,6% em variedades

suscetiveis e 58,1% em variedades tolerantes.
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A indugdo da expressdo de POX em resposta a indugéo dos mecanismos de defesa de
plantas a infecgdo indica papel definitivo na supressdo do desenvolvimento da doenga no
tecido da planta, pois esta envolvida no processo de lignificacdo, e este processo atua como
uma barreira contra invasdes de patdgenos (EL-RAHMAN; MOHAMED, 2014).

Khaledi e Taheri (2016) observaram que plantas de soja tratadas com T. harzianum
promoveram maior atividade de POX, além de reduzir a severidade de Macrophomina
phaseolina quando comparada as plantas nédo tratadas. De acordo com os autores, a atividade
da enzima foi significativamente superior nas plantas tratadas com o antagonista, do 2° ao 8?
dia apo6s a inoculagdo de M. phaseolina, apresentando valores crescentes do 1° até o 3° dia e
decrescentes do 3° até o 82 dia.

Por outro lado, Silva et al. (2011) testando T. harzianum na inducdo de resisténcia a
antracnose (Colletotrichum lagenarium) na cultura do pepino (Cucumis sativus), observaram
que o tratamento de sementes de pepino com T. harzianum ndo promoveu 0 aumento da
atividade de POX, em avaliacdo realizada sete dias apds a inoculagdo do patdgeno. Porém, 0s
autores destacam que esse resultado pode ser explicado devido ao intervalo de tempo
utilizado, e que possivelmente o pico da atividade de POX ¢ inferior a sete dias, assim como o
observado por Yedidia, Benhamou e Chet (1999), que ao trabalhar com plantas de pepino
inoculadas com Trichoderma sp. verificaram aumento da expressdo de POX em intervalos
inferiores a sete dias, e decréscimo na expressdo apos este periodo.

Ja Singh et al. (2011) observaram aumento da atividade de POX em plantas de
girassol tratadas com T. harzianum para controle de Rhizoctonia solani do 5° ao 11° dias apds
a inoculagdo do patégeno. A atividade da enzima apresentou crescimento até o 7° dia e
decréscimo do 7° ao 11° dia, porém se manteve superior a testemunha (auséncia do tratamento

T. harzianum) em até 5,4 vezes e proporcionou a reducéo da incidéncia de R. solani.

4.2.2.3 Atividade de Polifenoloxidases

Na 12 avaliacdo (sem inoculacdo do patdgeno), a atividade de polifenoloxidase (PFO)
foi influenciada significativamente pelos isolados T12, TM4, TLB15 e TLB17 no solo ndo
autoclavado e pelos isolados TI4, TM2, TM4, TLB3 e TLB15 no solo autoclavado. O
aumento da atividade de PFO foi de até 132,5%, proporcionado pelo isolado TLB15 no solo

autoclavado, quando comparado ao tratamento controle positivo (Tabela 8).
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Tabela 8 — Atividade de polifenoloxidase (unidade de enzima min™ mg proteina™) em plantas
de feijoeiro tratadas via semente por isolados de Trichoderma spp.. T2, TI4,
TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2,
TM4, TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum);
TLB17 (Trichoderma koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum),
em diferentes substratos (solo autoclavado (A) e solo ndo autoclavado (NA)).

Atividade de polifenoloxidase (unidade de enzima min™ mg proteina™)

12 Coleta® 22 Coleta® 32 Coleta®

Isolados NA A NA A NA A
TI2 3025,9 Aa" 14358Bb, 961,9 Aa® 1170,2 Aa, 1140,2 Ab’ 879,7 Ab,
TI4 1857,3 Ab® 2889,6 Aa, 1031,2 Aa* 1265,2 Aa,s 1406,9 Aa® 1072,2 Abg
™1 2396,8 Ab“ 2376,8 Ab, 938,0 Aa® 13124 Aa, 10859 Ab® 830,7 Ab,
T™M2 1384,9 Bb® 3007,9 Aa, 1016,5Aa” 677,5Aag 1307,4 Ab® 1212,2 Ab,g
TM4 2703,6 Aa* 3757,8 Aa, 1083,8 Aa™ 8917 Aag  627,6 Ab® 1177,2 Abg
TLB2  2083,9 Ab® 23449 Ab, 8738Aa" 846,6Aa, 812,7Ab* 1029,8 Ab,
TLB3  2176,2 Ab® 3290,6 Aa, 1802,6 Aa® 7964 Aag 619,8 Bb? 1759,9 Aayg
TLB4  2100,7 Ab* 1942,4 Ab, 1450,8 Aa® 1138,0 Aa, 1052,3 Ab* 1072,2 Ab,
TLB6 20283 Ab® 21180 Ab, 907,2 Aa* 9345 Aa, 1856,3 Aa® 1331,2 Ab,
TLB9  2156,9 Ab® 2023,1 Ab, 14457 Aa* 1010,1 Aa, 1595,4 Ab® 1393,8 Ab,
TLB12  2083,7 Ab® 2043,5Ab, 1166,0Ba” 4468,2 Aa, 1937,4 Aa" 2571,9 Aa,
TLB15  3533,3 Aa” 4198,1 Aa, 11429 Aa" 1140,4 Aag 1230,8 Bb® 2727,3 Aay
TLB17  2868,9 Aa® 1939,5Ab, 13581 Aa” 1570,8 Aa, 1779,0 Aa" 2147,5 Aa,
TOD2B  1540,1 Ab® 16424 Ab, 611,3Aa" 9732 Aa, 3517,0 Aa* 14754 Ab,
TOD3  1069,9 Ab* 2162,0 Ab, 13354 Aa® 1000,4 Aa, 1128,6 Ab” 1088,5 Ab,
Controle P. 1216,8 Ab® 1805,7 Ab, 11044 Aa® 717,0 Aa, 983,4 Ab® 857,6 Ab,
Controle N.  1451,9 Ab* 1206,4 Ab, 772,8 Aa® 1076,3 Aa, 657,1 Ab* 709,1 Ab,

(CV%) 30,82

112 coleta, sem inoculagéo do patégeno;
222 coleta, 72 horas ap6s a inoculacéo do patégeno;

%3% coleta, 144 horas ap6s a inoculagdo do patégeno:
Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista e presenca do patdgeno);

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

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha para cada avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra grega para cada tipo de solo (ndo
autoclavado (NA): sobrescrito, autoclavado (A): subscrito), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx.

E importante destacar que somente os isolados TM4 e TLB15 (T. virens)
proporcionaram uma atividade alta de PFO nas duas condic¢des de solo testadas, o que pode

caracterizar que o fenbmeno é causado exclusivamente pelos isolados. Em contrapartida, os
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isolados TI2 e TLB17 somente elevaram a atividade de PFO na condi¢do de solo nédo
autoclavado, o que pode evidenciar que o aumento da atividade de PFO por esses isolados
depende da interacdo com outros microrganismos presentes no solo.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos na 22 avaliacdo (72 horas ap0s
a inoculacao do patogeno) (Tabela 8).

Na 32 avaliacdo (144 horas ap6s a inoculacdo do patdgeno) os isolados Tl4, TLBS,
TLB17 e TOD3 no solo nédo autoclavado e os isolados TLB3, TLB12, TLB15 e TLB17 no
solo autoclavado promoveram aumento significativo da atividade de PFO quando comparados
as testemunhas. Esse aumento da atividade foi de até 218% no solo autoclavado,
proporcionado pelo isolado TLB15 (T. virens) e de 257,6% no solo ndo autoclavado,
promovido pelo isolado TOD2B (T. longibrachiatum) (Tabela 8).

De maneira geral, é possivel observar que alguns isolados aumentaram a expressao de
PFO, antes da inoculacdo do patogeno, diferindo das testemunhas, como é o caso dos isolados
TI2, TM4, TLB15 e TLB17 na condicdo de solo ndo autoclavado e dos isolados Tl4, TM2,
TM4, TLB3 e TLB15 na condi¢do de solo autoclavado, sendo que ap6s a inoculagdo do
patdgeno a propria planta independente da presenca do Trichoderma induz a expressao de
PFO, como é possivel observar na auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos na
22 avaliacdo. Apos 144 horas da inoculacdo do patégeno, ou seja, na 3% avaliacdo, alguns
isolados retomam o aumento da expressdo de PFO, como é o caso do TLB3 e TLB15 no solo
autoclavado e TLB17 no solo ndo autoclavado. Em contrapartida, os isolados TLB12 e
TLB17 no solo autoclavado e os isolados TLB6, TLB12 e TOD2B no solo ndo autoclavado,
promovem a expressao de PFO de modo a diferir das testemunhas.

Quando comparados os tratamentos dentro do fator solo, o isolado TI2 (T. harzianum)
na 12 avaliacdo apresentou maior atividade de PFO quando no solo ndo autoclavado. Em
contrapartida, os isolados TM2 na 12 avaliacdo, TLB12 na 2% avaliacdo e TLB3 e TLB15 na 3?
avaliagdo promoveram maior expressdo da PFO quando no solo autoclavado. Para os demais
tratamentos ndo houve diferenca significativa dos isolados dentro do fator solo, autoclavado
ou ndo autoclavado (Tabela 8).

Analisando a atividade de PFO ao longo do tempo, foi observada, apo6s a inoculagéo
do patdgeno, uma supressdo nos tratamentos T12, TM4, TLB3 e TLB15 quando no solo nédo
autoclavado e nos isolados T14, TM2, TM4, TLB3 e TLB15 quando no solo autoclavado. Nos
tratamentos controle ndo ocorreu diferenca significativa entre as avaliagdes. Apenas o isolado
TOD2B no solo ndo autoclavado apresentou atividade significativamente maior na 3? coleta.

Apesar dos demais isolados ndo terem apresentado diferenca significativa entre as avaliagdes,
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apenas o isolado TOD3 no solo ndo autoclavado e o isolado TLB17 no solo autoclavado ndo
apresentaram valores superiores na 12 avaliacdo (Tabela 8).

Segundo Larcher (2006) o aumento da expressao enzimatica € balanceado com o
metabolismo total para equilibrar os custos dentro da planta, pois se a condicéo de gastos para
sobreviver ao ataque de determinado patégeno perdurar, a simples manutencdo vegetativa,
que demanda energia e metabdlitos essenciais, levaria a planta a uma fase acentuada de
estresse e possivelmente a morte.

O comportamento da atividade de PFO diferiu do comportamento apresentando pela
atividade de POX. Enquanto a atividade de PFO foi maior na 12 avaliacdo a atividade de POX
foi superior na 3?2 avaliacdo. De maneira geral, a atividade de POX aumentou ao longo do
tempo apds a presenca do patdgeno e a atividade de PFO teve a expressdo da sua atividade
independente da presenca do patogeno, sendo apenas a presenca do indutor responsavel pelo
aumento dessa expressdo. Tanto o comportamento da atividade de POX e PFO diferem do
comportamento ao longo do tempo do teor de proteinas sollveis totais, onde apenas um
isolado (T14) apresentou diferenca em relacdo as coletas.

A sequéncia de reacbes quimicas envolvendo as enzimas POX e PFO ainda sdo pouco
conhecidas e ndo ha um padrdo de comportamento definido, pois a expressdo de suas
atividades dependem do tipo de indutor, sua concentracdo, tempo ap6s a aplicacdo e
patossistemas envolvidos (BARROS et al., 2010; PEITER-BENINCA et al., 2008).

Chowdappa et al. (2013) relataram que a presenca de T. harzianum OTPB3 no
substrato promoveu em mudas de tomateiro o aumento da atividade de POX em 59,93% e
PFO em 67,77% em comparagdo com a testemunha. De acordo com os autores, 0 aumento da
atividade dessas enzimas pode ter contribuido para a reducdo da severidade de Alternaria
solani em 77,69% e Phytophthora infestans em 79,93%.

Li et al. (2014) observaram um rapido aumento da atividade de PFO e POX em
plantas de repolho chinés (Brassica rapa subsp. pekinensis) na inocula¢do de uma solucéo de
Trichokonins produzido por T. pseudokoningii. De acordo com 0s autores a expressdo da
atividade das enzimas teve um crescimento no 1° dia ap6s a inocula¢do do metab6lito com
posterior redugédo no 2° dia.

Singh et al. (2013), utilizando T. harzianum no tratamento de sementes de plantas de
girassol (Helianthus annuus), observaram aumento da atividade de PFO, POX e FAL nas
raizes da plantas tratadas. A expressdo de PFO e FAL atingiu seu valor maximo 10 dias apés
a semeadura e a atividade de POX aos 12 dias. O trabalho realizado pelos autores avaliou as

plantas de girassol do 10° ao 20° dia apds a semeadura. Para os autores, 0 aumento da
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atividade dessas enzimas pode ter contribuido para o aumento da protecdo das plantas de
girassol a Rhizoctonia solani.

Para Yedidia et al. (2003) o aumento da atividade de PFO proporciona aumento na
concentracdo de quinonas nos tecidos das plantas. Esses compostos possuem atividade
antimicrobiana e, consequentemente, atuam restringindo a proliferacdo do patégeno. Ao
realizarem cortes ultrafinos nas folhas de plantas de pepino tratados com T. asperellum para o
controle de Pseudomonas syringae pv. lachrymans, os autores observaram reducdo na
proliferacdo da bactéria nas células e reducdo consideravel na severidade da doenca.

A supressao enzimatica na atividade da expressdo da enzima PFO ao longo do tempo,
mesmo ndo apresentando resultado significativo para todos os tratamentos, seria um
mecanismo de protecdo do Trichoderma para ndo ser afetado por compostos toxicos da
oxidacdo de fendis, conforme relatado por Pifiol, Palazon e Cusidé (2013). De acordo com 0s
autores o metabolismo dos polifenois, em determinadas situacdes podem atuar como
antioxidantes, o que pode levar a inativagdo de inimeros campos de producdo de enzimas
fenolases.

Outra hipotese seria a desativacdo da via que envolve a enzima POX ap6s o contato do
patégeno pela propria planta para direcionar os esfor¢cos para outros mecanismos de defesa ou
0 proprio patdégeno atuando no silenciamento das vias de transducdo de sinais, conforme

teoria levantada por Almeida et al. (2012).

4.2.2.4 Atividade de Fenilalanina Amodnia-liase

N&o houve diferenga significativa na atividade de fenilalanina amonia-liase (FAL)
entre os tratamentos na 1% avaliacdo (sem inoculacdo do patogeno), 2¢ avaliacdo (72 horas
apos a inoculacdo do patdgeno) e 3? avaliacdo (144 horas apds a inoculacdo do patégeno)
(Tabela 9).

Diante disso, pode-se inferir que ndo houve aumento da atividade de FAL em funcéo
do tratamento de sementes com diferentes isolados de Trichoderma e em relacéo a ativacdo
dos mecanismos de defesa da planta.

Quando comparados os tratamentos dentro do fator solo, apenas o isolado TLB9 (T.
virens) na 12 avaliacdo e o isolado TLB12 (T. harzianum) na 22 avaliacdo apresentaram
diferenca significativa para atividade de FAL, sendo essa atividade maior no solo néo
autoclavado para o isolado TLB9 e maior para o solo autoclavado no isolado TLB12 (Tabela
9).
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Tabela 8 — Atividade de fenilalanina amdnia-liase (mg &cido trans-cinamico h™ mg proteina®)
em plantas de feijoeiro tratadas via semente por isolados de Trichoderma spp..
TI2, Tl4, TLB2, TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1,
TM2, TM4, TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma
asperellum); TLB17 (Trichoderma koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma
longibrachiatum), em diferentes substratos (solo autoclavado (A) e solo ndo
autoclavado (NA)).

Atividade de fenilalanina aménia-liase (mg 4cido trans-cinamico h™ mg proteina™)

12 Coleta® 22 Coleta” 32 Coleta®

Isolados NA A NA A NA A
TI2 0,3269 Aa”® 0,5335 Aa, 0,3137 Aa" 0,4172 Aa, 0,4153 Aa" 0,1437 Aa,
T4 0,3518 Aa” 0,1951 Aa, 0,1320 Aa" 0,6407 Aa, 0,7059 Aa* 0,3601 Aa,
T™M1 0,4590 Aa® 0,2732 Aa, 0,2520 Aa® 0,2079 Aa, 0,3509 Aa* 0,1912 Aa,
TM2 0,6130 Aa® 0,3605 Aa, 0,3102 Aa" 0,1567 Aa, 0,4049 Aa" 0,3009 Aa,
TM4 0,1693 Aa” 0,3603 Aa, 0,3861 Aa" 0,2207 Aa, 0,2142 Aa* 0,5056 Aa,
TLB2 0,1945 Aa" 0,2103 Aa, 0,1187 Aa" 0,1840 Aa, 0,2172 Aa" 0,3421 Aa,
TLB3 0,2214 Aa" 0,3959 Aa, 0,2029 Aa“ 0,2081 Aa, 0,6069 Aa* 0,1662 Aa,
TLB4 0,5505 Aa” 0,4452 Aa, 0,1438 Aa" 0,1291 Aa, 0,0531 Aa* 0,3497 Aa,
TLB6 0,5657 Aa” 0,1277 Aa, 0,2369 Aa" 0,1308 Aa, 0,3426 Aa" 0,3325 Aa,
TLB9 0,9895 Aa* 0,1780 Ba, 0,2848 Aa® 0,1467 Aa, 0,1083 Aa® 0,0779 Aa,
TLB12 0,4642 Aa" 0,3595 Aa, 0,1274Ba” 0,3692 Aa, 0,4726 Aa" 0,2132 Aag
TLB15 0,4482 Aa" 0,2102 Aa, 0,7050 Aa® 0,2626 Aa, 0,2849 Aa* 0,3405 Aa,
TLB17 0,3197 Aa" 0,3322 Aa, 0,0923 Aa" 0,1291 Aa, 0,2183 Aa" 0,2168 Aa,
TOD2B 0,4550 Aa” 0,2756 Aa, 0,1311 Aa" 0,2658 Aa, 0,4078 Aa" 0,4130 Aa,
TOD3 0,2541 Aa® 0,1975 Aa, 0,3592 Aa" 0,0717 Aa, 0,3316 Aa* 0,1690 Aa,
Controle P.  0,2504 Aa* 0,3531 Aa, 0,0522 Aa® 0,1420 Aa, 0,1431 Aa" 0,2767 Aa,
Controle N.  0,3302 Aa* 0,1644 Aa, 0,2137 Aa® 0,3036 Aa, 0,1669 Aa® 0,2104 Aa,

(CV%) 15,57

112 coleta, sem inoculacio do patgeno;
222 coleta, 72 horas ap6s a inoculagéo do patégeno;

%32 coleta, 144 horas ap6s a inoculagdo do patégeno;
Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista e presenca do patdgeno);

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

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha para cada avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra grega para cada tipo de solo (ndo
autoclavado (NA): sobrescrito, autoclavado (A): subscrito), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx-+1.

Em relacdo as avaliagBes apenas o isolado TLB12 no solo autoclavado e o isolado
TLB9 no solo ndo autoclavado apresentou diferenca significativa da atividade de FAL ao

longo do tempo. A atividade de FAL promovida pelo isolado TLB12 no solo autoclavado foi
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significativamente maior na 2% avaliacdo e a promovida pelo isolado TLB9 no solo ndo
autoclavado foi significativamente superior na 12 avaliacdo (Tabela 9). De maneira geral,
pode-se inferir que mesmo apos a presenca do patdgeno a atividade de FAL foi constante e
que a atividade expressa nas avaliacOes € indicativa de expressdo constitutiva de metabdlitos
secundarios que possuem natureza fenolica e sdo essenciais a estrutura celular.

Segundo Almeida et al. (2012), a enzima FAL esta envolvida no primeiro passo da
sintese de fenilpropandides, atuando na conversdo de fenilalanina em &cido trans-cinamico
que resulta na formacdo de compostos como a lignina e alguns tipos de fitoalexinas. Para
Barros et al. (2010) os fenilpropandides sdo compostos que atuam na protecdo das plantas
contra estresses ambientais e também sdo compostos importantes no crescimento vegetal.

Reglinski et al. (2012) também nédo observaram diferenca significativa na expressao da
enzima FAL utilizando T. antroviride R33 na inducdo de resisténcia de mudas de pinheiro
(Pinus radiata) a Diplodia pinea. De acordo com 0s autores, a inoculagdo de T. antroviride
promoveu a expressdo de POX e a reducdo da incidéncia da doenca em até 20% quando
comparado ao controle, porém a atividade de FAL néo sofreu alteracéo.

Os resultados diferem dos encontrados por Raghavendra et al. (2013) que avaliando a
eficdcia de T. harzianum a protecdo de plantas de algoddo a Xanthomonas campestris,
observaram aumento da atividade de FAL, PFO, POX ¢ B-GASE em plantas tratadas com T.
harzianum. De acordo com os autores, a expressao da atividade das quatro enzimas testadas
foi superior em relacdo a testemunha (auséncia do T. harzianum) em todas as avaliacdes
realizadas: antes da inoculacdo e 12, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a inoculacdo do patégeno.
Para FAL e POX a expressdo maxima ocorreu respectivamente, 24 horas e 72 horas ap6s a
inoculagdo do patogeno. Para PFO e B-GASE a expressao manteve-se constante durante todas
as avaliacOes.

Yuan et al. (2016) observaram que plantas de fumo tratadas com T. harzianum SQR-
TO37 apresentaram maior atividade de FAL, PFO e POX. Para os autores, a expressao dessas
enzimas pelo T. harzianum proporcionou reducdo na incidéncia de Ralstonia solanacearum.

Indicadora de inducdo de resisténcia, a enzima FAL esta diretamente envolvida como
um marcador bioquimico, sendo considerada essencial para a sintese de fendis, possibilitando
uma interacdo especifica entre o hospedeiro, o microrganismo indutor e o patdgeno
(NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).
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4.2.2.5 Atividade de fB-1,3-glucanases

Na 12 avaliacdo (sem inoculacdo do patdgeno) os isolados Tl4, TLB4 e TLB12 (T.
harzianum), TM1, TM4, TLB9 e TLB15 (T. virens), TLB6 (T. asperellum), TLB17 (T.
koningiopsis) e TOD2B (T. longibrachiatum) mantiveram o nivel de expressdo de B-1,3-
glucanases (B-GASE) elevado quando no solo autoclavado e os isolados TM4, TLB4, TLB12
e TLB17 no solo ndo autoclavado quando em comparacédo aos tratamentos controle. O isolado
TLB6 (T. asperellum) proporcionou um aumento de 399,6% na atividade da enzima quando
comparada ao tratamento testemunha negativa (Tabela 10).

Os resultados observados na 12 avaliagcdo sdo interessantes do ponto de vista da
inducdo de resisténcia, pois segundo Pascholati (2011), o aumento de B-GASE proporcionado
pelos isolados antes da chegada do patégeno garante aumento na resisténcia do hospedeiro.

Na 22 avaliacdo (72 horas apds a inoculacdo do patdgeno) os isolados TI2, TLB2,
TLB12 e TLB15 proporcionaram, quando no solo autoclavado, um aumento na atividade de
B-GASE, enquanto no solo ndo autoclavado os isolados Tl4, TLB3, TLB12, TLB15, TOD2B
e TOD3 promoveram significativamente a expressdo de B-GASE. Destaque para os isolados
TLB12 (T. harzianum) e TLB15 (T. virens) que promoveram o aumento da atividade da
enzima B-GASE tanto no solo autoclavado quanto no solo ndo autoclavado.

Analisando a 1% e 22 avaliacdo conjuntamente, € possivel agrupar o comportamento
dos isolados em trés grupos distintos. O isolado TLB15 em solo autoclavado e o isolado
TLB12 nas duas condig¢Bes de substrato, foram capazes de manter elevada a expressdo de f3-
GASE na 12 e 2% avaliacdo quando comparados as testemunhas. Ja os isolados TM4, TLB4 e
TLB17 na condigcdo de solo ndo autoclavado e os isolados Tl4, TM1, TM4, TLB4, TLBS,
TLB9, TLB17 e TOD2B na condicdo de solo autoclavado apresentavam elevada expressao de
B-GASE na 12 avaliagdo, e apés a inoculagdo do patogeno a condicdo de expresséo da enzima
ndo apresentou diferenca quando comparados as testemunhas. Em contrapartida, os isolados
Tl4, TLB3 e TLB15 no solo ndo autoclavado e os isolados TI2, TLB2, TOD2B e TOD3 no
solo autoclavado, que ndo apresentavam diferenca significativa em relacdo aos tratamentos
controle na 1* avaliagdo, foram estimulados a promover a expressdo de B-GASE, apos a
inoculacdo do patogeno, ou seja, na 22 avaliacdo (Tabela 10). O comportamento desse Gltimo
grupo pode estar relacionado ao estado de pré-condicionamento (priming), ou seja, ocorreu
alteracdo metabolica no hospedeiro, porém, essa alteracéo so foi perceptivel apds a inoculagao

do patogeno.
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O estado de pré-condicionamento (priming) da planta, € um componente da ativacao
da defesa, com capacidade para expressar genes que codificam os compostos de sinalizagéo,
porém ndo ocorre a expressdo de mecanismos de defesa, apesar da planta estar em um estado
de inducdo caracterizado pelo aumento da sensibilidade da planta em perceber a chegada de
um patdgeno. Este fendmeno pode ser interessante do ponto de vista da economia de energia
pela planta, uma vez que 0s genes, sO serdo ativados ap6s a chegada do patdgeno,
demandando menos energia e proporcionando rapida resposta ao ataque de patdgenos
(GOELLNER; CONRATH, 2008; KUHN et al., 2006).

Na 3? avaliacdo (144 horas ap0s a inoculacdo do patdgeno), a atividade de B-GASE foi
influenciada pelos isolados TLB3 (T. harzianum), TLB9 e TLB15 (T. virens) tanto no solo
autoclavado quanto no solo ndo autoclavado. O aumento da atividade da enzima foi de até
363,4% superior quando comparado ao tratamento controle positivo, sendo o isolado TLB3 o
responsavel por esse aumento. O isolado TLB4 (T. harzianum) proporcionou aumento da
atividade da enzima apenas no solo néo autoclavado. Os demais isolados né&o diferiram dos
tratamentos controle (Tabela 10).

Quando comparados os tratamentos dentro do fator solo, solo autoclavado e solo nédo
autoclavado, a atividade da enzima foi significativamente diferente para o isolado TOD3 na 22
avaliagéo e para os isolados TM2 e TOD2B na 32 avaliagéo (Tabela 10).

Em relacéo as avaliacfes ao longo do tempo os isolados TM1, TLB3, TLB4 e TLB9,
guando no solo ndo autoclavado e os isolados TM2, TLB2, TLB3, TLB9, TLB15 e TLB17,
quando no solo autoclavado apresentaram maior atividade de B-GASE na 3?2 avaliagdo. Apesar
dos demais tratamentos ndo terem apresentando diferenca significativa da atividade de f-
GASE ao longo do tempo, apenas cinco isolados (TM2, TM4, TLB12 e TOD2B no solo néo
autoclavado e TLB6 para os dois tipos de solos) ndo apresentaram aumento da atividade da
enzima com o passar do tempo (Tabela 10). Esse comportamento é similar ao apresentando
pela enzima POX que também apresentou, para a maioria dos isolados, valores superiores na

3% avaliagéo.



55

Tabela 9 — Atividade de B-1,3-glucanases (mg glicose mL™ h™ mg proteina™) em plantas de
feijoeiro tratadas via semente por isolados de Trichoderma spp.. TI2, Tl4, TLB2,
TLB3, TLB4, TLB12 e TOD3 (Trichoderma harzianum); TM1, TM2, TM4,
TLB9 e TLB15 (Trichoderma virens); TLB6 (Trichoderma asperellum); TLB17
(Trichoderma koningiopsis) e TOD2B (Trichoderma longibrachiatum), em
diferentes substratos (solo autoclavado (A) e solo ndo autoclavado (NA)).

Atividade de p-1,3-glucanases (mg glicose mL™ h™* mg proteina™)

12 Coleta! 22 Coleta® 32 Coleta®

Isolados NA A NA A NA A
TI2 0,0832 Ab* 0,1049 Ab, 0,1147 Ab* 0,2222 Aa, 0,2370 Ab® 0,2283 Ab,
TI4 0,1705 Ab* 0,1501 Aa, 0,2558 Aa* 0,1541 Ab, 0,2641 Ab® 0,2982 Ab,
™1 0,1165 Ab® 0,1505 Aa, 0,0319 Ab’ 0,1076 Ab, 0,2874 Ab* 0,2780 Ab,
T™M2 0,2081 Ab® 0,1068 Ab,s 0,1105 Ab* 0,0267 Abg 0,0643 Bb® 0,2547 Ab,
TM4 0,2308 Aa* 0,1379 Aa, 0,1124 Ab* 0,1749 Ab, 0,1828 Ab® 0,3077 Ab,
TLB2  0,0704 Ab® 0,0383 Abg 0,1567 Ab® 0,2029 Aa, 0,1778 Ab* 0,2188 Ab,
TLB3  0,1177 Ab" 0,0529 Abs 0,2428 Aa” 0,1504 Abg 0,5530 Aa” 0,6182 Aa,
TLB4  0,2215Aa® 0,1672 Aa, 0,1605 Ab® 0,1366 Ab, 0,4512 Aa® 0,2634 Ab,
TLB6  0,1652 Ab* 0,2853 Aa, 0,1176 Ab* 0,1493 Ab, 0,1186 Ab® 0,2480 Ab,
TLB9  0,1113 Ab® 0,2021 Aa,s 0,1163 Ab® 0,1056 Abg 0,5454 Aa® 0,3709 Aa,
TLB12  0,2332 Aa* 0,1662 Aa, 0,2704 Aa® 0,4077 Aa, 0,1887 Ab® 0,3099 Ab,
TLB15  0,1902 Ab* 0,1877 Aag 0,3016 Aa” 0,4220 Aa,s 0,4351 Aa® 0,4985 Aa,
TLB17  0,2596 Aa" 0,1361 Aa,s 0,1316 Ab* 0,0529 Abg 0,3094 Ab® 0,2804 Ab,
TOD2B  0,1905 Ab® 0,1521 Aa, 0,1962 Aa* 0,1758 Ab, 0,1326 Bb* 0,3283 Ab,
TOD3  0,1547 Ab® 0,0623 Ab, 0,3055 Aa* 0,1450 Bb, 0,1752 Ab* 0,1735 Ab,
Controle P.  0,0865 Ab® 0,0407 Ab, 0,0858 Ab® 0,0765 Ab, 0,1092 Ab® 0,1334 Ab,
Controle N.  0,1222 Ab* 0,0571 Ab, 0,1466 Ab® 0,1311 Ab, 0,1224 Ab® 0,1491 Ab,

(CV%) 34,97

112 coleta, sem inoculagéo do patégeno;
22% coleta, 72 horas ap6s a inoculagéo do patégeno;

%3% coleta, 144 horas ap6s a inoculagdo do patégeno:
Controle P.: controle positivo (auséncia do antagonista e presenca do patégeno);

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

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha para cada avaliagdo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra grega para cada tipo de solo (ndo
autoclavado (NA): sobrescrito, autoclavado (A): subscrito), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx.

Segundo Larcher (2006) a atividade de B-GASE varia em funcdo do tempo, pois

ocorre o redirecionamento de metabolitos para processos responsaveis pela defesa. Para

Temporal (2014) o aumento da atividade enzimatica deve-se a formagdo de isoformas mais
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ativas da enzima e ao predominio de processos anabdlicos. Van Loon, Rep e Pieterse (2006)
destacam que o aumento da atividade de B-GASE em plantas tem aumentado a resisténcia das
plantas a patdgenos.

Pereira et al. (2014), testando a inducéo de resisténcia de T. harzianum a Rhizoctonia
solani e Fusarium solani na cultura do feijoeiro, também observaram aumento da atividade de
B-GASE e POX antes da presenca do patdgeno. De acordo com os autores, a inoculagdo de T.
harzianum na semeadura induziu a expressao das enzimas e essa expressdo foi potencializada
na presenca dos patdgenos, sendo maior na presenca de R. solani.

O mesmo comportamento foi observado por Guzman-Valle et al. (2014) na cultura da
cebola (Allium cepa L.). A presenca de T. asperellum TC74 no substrato das plantas
promoveu um aumento da atividade de B-GASE e POX mesmo na auséncia de um patégeno.
De acordo com os autores a atividade das enzimas apresentou um crescimento apds a
inoculacdo de Sclerotium rolfsii e possibilitou a reducdo na gravidade dos sintomas, 0 que
sugere que T. asperellum TC74 pode ser uma alternativa para o controle bioldgico de S. rolfsii
em plantas de cebola.

Diferenca na expressio da atividade de B-GASE por diferentes isolados de
Trichoderma também foi observado por Saksirirat, Chareerak e Bunyatrachata (2009) em
plantas de tomate. De acordo com os autores, ao testar 15 isolados de Trichoderma na indugéo
de resisténcia a X. vesicatoria na cultura do tomate, apenas cinco isolados foram capazes de
promover aumento na expressao de B-GASE, sendo essa expressdo verificada apenas 14 dias
apos a inoculacdo do patdgeno. Em relacdo a eficacia no controle de X. vesicatoria 0s cinco

isolados foram capazes de reduzir de 69,32% a 34,41% a severidade da mancha bacteriana.

4.3 CORRELACAO ENTRE OS RESULTADOS DOS ENSAIOS IN VITRO E IN VIVO

Os 15 isolados testados juntamente com o fator solo, autoclavado e ndo autoclavado,
apresentaram resultados muito discrepantes em relacdo a severidade, os resultado in vitro, a
concentracdo proteica e atividades das quatro enzimas relacionadas a inducao de resisténcia
avaliadas no trabalho.

Mesmo o patdgeno X. axonopodis pv. phaseoli estando longe do sitio de agéo direta
do antagonista Trichoderma, os testes in vitro realizados, confronto direto e compostos
volateis e ndo volateis, sdo importantes pois demonstram potencial de utilizacdo do
Trichoderma no manejo de bactérias fitopatogénicas presentes no solo, como Agrobacterium,

Clavibacter, Erwinia e Pseudomonas.



57

O isolado TLB2 (T. harzianum) foi o que proporcionou maior reducédo da severidade
da doenca (80,58%), porém mostrou-se pouco eficiente nos testes in vitro de confronto direto
e compostos volateis. Em relacéo ao teor de proteinas totais e atividades enzimaticas testadas,
o0 isolado TLB2 apresentou maior teor de proteinas na primeira avaliacdo, ou seja, antes da
inoculagdo do patogeno, e na segunda avaliacdo para atividade de B-GASE. Para as demais
enzimas testadas ndo houve diferenga entre as plantas tratadas com o isolado e as
testemunhas. Possivelmente a inducédo de resisténcia ocorreu através da ativacdo de outros
mecanismos ndo avaliados, como por exemplo, lipoxigenases, fitoalexinas e espécies reativas
de oxigénio. Segundo Romeiro (2007), a acdo das lipoxigenases contribuem para agdes de
defesa, podendo inibir o crescimento de patdgenos, induzir a sintese de fitoalexinas, a
peroxidacdo de lipidios da membrana e a resposta de hipersensibilidade.

Ja o isolado TLB15 (T. virens) que proporcionou reducdo da severidade de 69,86%,
mostrou acdo in vitro para ambos 0s compostos (volateis e ndo volateis) e induziu maior teor
de proteinas totais e a expressdo de POX, PFO e B-GASE. De maneira geral, o isolado TLB15
foi o isolado que mais vezes proporcionou, quando comparado a testemunha, aumento da
expressao da atividade das enzimas avaliadas. Considerando que houve reducédo da severidade
pode-se inferir que 0 aumento na atividade das enzimas avaliadas esteja relacionado ao
controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro. Segundo Van Loon, Bakker e
Pieterse (1998), um microrganismo pode atuar como indutor de resisténcia em plantas e
também produzir substancias com potencial atividade antagbnica ao patdégeno causador da
doenca.

Os isolados TLB15, TLB12, Tl4 e TLB3 foram 0s Unicos que proporcionaram
aumento da expressdo no teor de proteinas totais e em trés das quatro enzimas testadas: POX,
PFO e B-GASE. Apesar dos isolados TI4 e TLB3 proporcionarem aumento da expressdo das
enzimas citadas, reduziram a severidade em apenas 39,7% e 38,6% respectivamente.

Em contrapartida, o isolado TM2 (T. virens), além de ndo proporcionar a reducéo da
severidade da doenca, promoveu apenas aumento do teor de proteinas totais e na expressao de
PFO na 12 avaliacdo.

Vérias pesquisas tém buscado esclarecer os mecanismos envolvidos pela aplicacéo de
Trichoderma sp. na protecdo de plantas contra fitopatégenos. Para Brotman, Kapuganti e
Viterbo (2010) a colonizagdo das células das raizes, pelo Trichoderma, ativam vias de
sinalizacdo que desencadeiam resposta de defesa nas plantas. A intensificacdo da resposta
inicial de defesa ocorre através da ativacdo de moléculas sinalizadoras, que sdo a producdo de

espeécies reativas de oxigénio, perdxidos de lipideos, acido benzoico, acido salicilico, acido
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jasmonico e etileno (CAMPOS; RESENDE; SILVA, 2011). Para Djonovic et al. (2007), a
inducdo de resisténcia por Trichoderma sp. geralmente ocorre pelas vias do acido jasmonico e
etileno, embora possa ocorrer pela via do acido salicilico, ou ainda por ambas as vias.
Segundo Pieterse et al. (2005) a comunicacdo cruzada entre as diferentes rotas ja foi
demonstrada, independentemente do agente biotico indutor.

Segundo Pinto, Ribeiro e Oliveira (2011), diversas vias de sinalizacdo estéo
interligadas e interagem com a formacdo do &cido jasmonico, porém mesmo com 0 avango
nas pesquisas envolvendo a acdo deste hormoénio a maneira como ele € translocado no
organismo vegetal e sua agédo, ainda tem particularidades ndo esclarecidas.

Shoresh, Yedidia e Chet (2005) relataram que a utilizag&o de T. asperellum ativou as
vias de sinalizacdo do acido jasmonico e etileno em plantas de pepino, reduzindo em até 50%
a severidade da doenca causada por Pseudomonas syringae pv. lachrymans e aumento da
expressao das enzimas quitinase, f-1,3-glucanase e peroxidase.

Para Guzzo e Harakava (2007) as respostas de defesa do hospedeiro associadas a
resisténcia contra patégenos microbianos sdo reguladas por uma séria de vias sinalizadoras
interligadas que se afetam mutuamente. Estudos com varios modelos de interacdo planta-
patégeno tem revelado o envolvimento de processos inicialmente ndo caracterizados como
respostas de defesa, como a ativacdo de vias do metabolismo primario e a degradacédo
controlada de proteinas.

A avaliacdo da inducdo de resisténcia em diferentes substratos, solo autoclavado e solo
ndo autoclavado, é importante para verificar a variabilidade entre os isolados de Trichoderma
quanto a sua capacidade competitiva na rizosfera. A capacidade de um isolado proporcionar
aumento na expressdo de enzimas relacionadas a defesa, independente da presenca de outros
microrganismos no substrato, indica acdo particular do isolado em questdo por um sitio de
inducdo especifico ndo desencadeado por outros microrganismos. Por outro lado, se um
isolado é capaz de induzir a expressdo apenas no substrato autoclavado, possivelmente esse
isolado pode ter sua capacidade de indugdo mascarada por outros microrganismos presentes
no solo que também atuam nesse sitio de inducdo. O grande problema de um isolado
expressar seu potencial como indutor de resisténcia em plantas apenas em solo estéril é a
ineficiéncia para utilizacdo em condicdes de campo. Segundo Bar e Knudsen (2005), solos
com elevada populacdo microbiana apresentam menor crescimento da populacdo de T.
harzianum, por exemplo. Para Boer et al. (2003) este efeito pode estar relacionado a presenga
de bactérias do género Pseudomonas, que possuem habilidade de produzir sider6foros e

antibioticos. Segundo Romeiro (2013b) siderdforos sdo moléculas organicas capazes de tornar
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0 meio invidvel para o crescimento de outros microrganismos, pela capacidade de sequestrar
ions de ferro do ambiente.

Para Akrami, Golzary e Ahmadzadeh (2011), muitos fatores podem influenciar o
desempenho de agentes de inducdo bidticos, como é o caso dos isolados de Trichoderma. De
acordo com os autores, fatores abidticos, como pH, temperatura e umidade do solo,
moléculas, particulas e substancias presentes nos substratos, sdo considerados importantes na
interacdo entre os agentes de inducdo e o hospedeiro.

Muitos trabalhos envolvendo agentes de inducdo bidticos sdo conduzidos com a
utilizacdo de substratos autoclavados, para avaliar apenas o efeito do indutor na resposta do
hospedeiro. Porém, considerar a interagdo do indutor Trichoderma com o0s demais
microrganismos presentes na condi¢cdo de campo, considerando assim que o solo é um sistema
biolégico dinamico, possibilita verificar a real condicao do indutor.

De acordo com o Dildey (2014), a interacdo dos isolados de Trichoderma na protecao
de plantas de feijoeiro ndo est4 bem esclarecida. Acredita-se que o Trichoderma sp. induza a
planta ao equilibrio enzimatico, em prol de seu beneficio, de modo que, a relacdo simbiotica
entre a planta e o Trichoderma sp. ndo seja prejudicada, pois a producdo de enzimas de defesa
pela planta, pode prejudicar o Trichoderma pela degradacdo de suas estruturas e
possivelmente sua morte celular.

Apesar da importancia do Trichoderma sp. na inducgdo de resisténcia e das muitas
pesquisas envolvendo o feijoeiro, pouco se sabe sobre o patossistema. O modo de interacéo
entre hospedeiro e agente indutor ainda ndo estd esclarecido, porém, conforme o avanco de
pesquisas na area acontecem, aumentam a possibilidade de explicar o evento e as chances de
se utilizar o Trichoderma sp. no manejo de doencas em diferentes culturas.

De maneira geral, Trichoderma sp. pode ser considerado promissor no manejo do
crestamento bacteriano comum em feijoeiro, agindo através da ativacdo de mecanismos de

defesa da planta.
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5 CONCLUSOES

1 — Os isolados TM4 (Trichoderma virens), TLB6 (Trichoderma asperellum), TLB4 e
TI4 (Trichoderma harzianum) foram capazes de limitar o desenvolvimento de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli nos trés testes in vitro realizados, confronto direto e compostos
volateis e ndo volateis.

2 — Os isolados TLB15, TM4, TLB9 (T. virens), TLB6 (T. asperellum), TLB2,
TLB12, TOD3 (T. harzianum) e TLB17 (T. koningiopsis) reduziram a severidade do
crestamento bacteriano comum.

3 — Os isolados TLB3, Tl4, TLB12 (T. harzianum) e TLB15 (T. virens) promoveram
aumento na atividade das enzimas POX, PFO e 3-GASE.
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