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Avaliacédo e caracterizacdo de potenciais antagonistas
de Sclerotium rolfsii pertencentes ao género
Trichoderma
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Danillo Oliveira de Alvarenga?®
Paulo Roberto Queiroz®

Sueli Corréa Marques de Mello*

RESUMO

Sclerotium rolfsii constitui um sério problema agricola, causando varias doengas como
podriddo do colo e tombamento de plantulas do feijoeiro e de outras espécies de
importancia econémica. Este trabalho foi conduzido com os objetivos de verificar o
potencial de isolados de Trichoderma como agentes de biocontrole do patégeno e
caracterizar dois isolados do antagonista, usando os critérios de resisténcia a fungicida,
producao de conidios em meio de cultura e capacidade de producao de enzimas hidroliticas
envolvidas no micoparasitismo por estes isolados. Dentre os isolados estudados, CEN 201
foi o que apresentou maior potencial de biocontrole contra o patégeno nos ensaios
conduzidos em casa de vegetacdo, o que nao foi relacionado a uma maior capacidade de
esporulacao em meio de batata-dextrose-agar. No tocante a atividade enzimatica,
detectou-se pouca habilidade deste isolado para a producao de quitinase e N-
acetilglicosaminidase. Por outro lado, o isolado CEN 241, de menor potencial antagonista,
apresentou elevada capacidade de esporulacdo no mesmo meio e grande habilidade para
producao enzimatica. Estes dados contrariam informacdes da literatura, que sugerem
correlacado da atividade enzimatica em filtrado de cultura com o potencial antagdnico.
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ABSTRACT

Sclerotium rolfsii is a serious agricultural problem, causing several diseases as the stem rot
and damping off of the bean (Phaseolus vulgaris L.) and others economic species. This
work was carried out with the objective to verify the potential of Trichoderma isolates as
biocontrol agents for the stem rot and damping off of seedling of bean and characterize
selected antagonistic isolates using criteria of resistance to pesticides, conidia production
in culture medium and production of hydrolytic enzymes involved in mycoparasitism.
Among the isolates studied, CEN 201 isolate presented more biocontrol potential against
the pathogen in the experiments conduced in greenhouse conditions. However, it did not
present more capability of sporulation on potato-dextrose-agar medium. In relation to the
enzymatic activity, it was not detected a high ability of this isolate in the production of
chitinase and N-acetylglucosaminidase. These data contest information found in literature
that indicate correlation between enzyme activity in culture filtrate and antagonistic
potential.



INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) esta entre os alimentos mais consumidos por habitantes da
América Latina. Em nosso pais, a importancia social e econémica desta leguminosa deve-
se, principalmente, ao fato de constituir-se uma fonte barata de proteinas e calorias na
dieta de pessoas com baixo poder aquisitivo. O plantio de feijdo no Brasil é feito ao longo
do ano, em trés épocas, de tal forma que, em qualquer més, sempre havera producao de
feijdo em algum ponto do pais, o que contribui para o abastecimento interno (YOKOYAMA,

2006).

Conforme a populagdo humana aumenta, cresce paralelamente a demanda por alimentos.
Para satisfazer essa necessidade nao basta apenas aumentar a area cultivada, mas
principalmente a produtividade. Considerando que as plantas cultivadas representam a
principal fonte nutricional do homem, tem-se reduzido a diversidade de espécies de plantas
dando lugar ao cultivo de uma sé espécie produtora de alimentos. Sendo assim, quanto
maior for a populacdo de uma espécie e maior for sua area cultivada, maior é o risco de
ocorréncia de epidemias de doencas de plantas (REIS et al., 2001), e enfrentando esse
problema é que os agricultores aumentam a quantidade de aplicacdes ou concentracdes de
pesticidas na cultura, resultando em altos rendimentos nas colheitas. Entretanto, este
desequilibrio ambiental prejudica a vida selvagem e os organismos nao patogénicos e
benéficos, e os efeitos residuais téxicos causados pelo uso continuo destes produtos
guimicos nocivos estdo impondo um aumento de pressao seletiva no ambiente e,
conseqlientemente, selecionando formas resistentes de organismos fitopatogénicos. Ha
também a intoxicacdo humana, contaminacao de alimentos, cadeia alimentar

comprometida e contaminacao dos reservatérios de agua e solos (JACK et al., 1991).

Portanto, uma das alternativas para o controle de fitopatégenos é a utilizacdo de agentes
biolégicos, pois a preocupacdo com o meio ambiente bastante afetado pelo uso de
agrotéxicos resultou em nova perspectiva para o manejo de pragas e doencas na area
agricola. Enquanto os fungicidas tém somente um efeito temporario e usualmente
necessitam aplicacdes repetidas durante o periodo de crescimento da lavoura, os agentes
de controle biolégico sdo capazes de se estabelecer no ecossistema, reproduzir, colonizar
rizosfera, espermosfera, filosfera e rizoplano. Além disso, as estratégias de controle
biolégico sdo altamente compativeis com as praticas de agriculturas autosustentaveis que
sdo necessarias para a conservacao dos recursos naturais para a agricultura (SIVAN e
CHET, 1992).



O controle biolégico pode ser definido como “a reducao da densidade de inéculo ou das
atividades determinantes da doenca por meio de um ou mais organismos” (FRITZ, 1996).
O controle aplicado por meio da introducdo e manipulacao de inimigos naturais pelo
homem pode ser utilizado em combinagdo com outro método, biolégico ou quimico, sendo
gue neste a dosagem seréa reduzida devido a eficiéncia dos antagonistas e, com isso héa
grandes beneficios ao meio ambiente (MELO, 1991). Este método é conhecido como
manejo integrado de pragas (MIP), e os conceitos iniciais para esta pratica provém dos
anos b0 (BECKER e SCHWINN, 1993; LIMA, 1997), como por exemplo, o trabalho
apresentado por Pereira et al. (1996), no qual se concluiu que a utilizacdao de Trichoderma
harzianum Rifai juntamente a um vermicomposto associado ao herbicida EPTC é uma

estratégia promissora para o controle de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary.

Os fungos do género Trichoderma vém sendo utilizados com sucesso no controle de vérias
doencas de plantas, dentre as quais as podriddes de raiz e colo causadas por Sclerotium
rolfsii Sacc. (PAPAVIZAS, 1985). O antagonismo ocorre em resposta a estimulos quimicos
liberados pelo hospedeiro (CHET, 1992). Os mecanismos utilizados por Trichoderma sao: a)
producao de antibiéticos, quando os metabdlitos produzidos pelo antagonista destroem o
organismo, com os fungos antagonistas produzindo algumas substancias antibidticas que
inibem o crescimento normal do patégeno no solo (DENIS e WEBSTER, 1971a, b)
competicdo, a interacao entre dois ou mais organismos empenhados na mesma acéo,
ocorrendo principalmente por alimentos, por espaco e por oxigénio (SCHIPPERS et al.,
1987; WELLER, 1988); c) micoparasitismo, fenédmeno em que determinado microrganismo
obtém nutrientes a partir das células vivas e funcionais do hospedeiro com quem vive em
intima associacdo. Ele pode fazer isso matando as células daquele para depois se alimentar
(parasita necrotréfico) ou absorvendo nutrientes das células vivas (parasita biotréfico),
tendo-se entdo as etapas de quimiotropismo, reconhecimento do patégeno, secrecao de

enzimas hidroliticas e, finalmente, lise celular.

A etapa de reconhecimento foi constatada pela técnica de fios de nailon por Dennis e
Webster (197 1c) onde foram usados fios de ndilon com didmetro similar a hifa de Pythium
ultimum Trow e cobertos por uma lectina especifica. Com esse experimento concluiu-se
que o micoparasita cresce paralelamente ou dando voltas no hospedeiro. Utilizando essa
mesma técnica, porém com um fio de néilon coberto por lectina purificada de Sclerotium
rolfsii, Inbar e Chet (1992; 1994) determinaram que a lectina (glicoproteina que aglutina
células e precipita glicoconjugados) presente no S. roffsii se liga ao L-fucosil do T.
harzianum atuando na etapa do reconhecimento (BARAK et al., 1985; SIVAN e CHET,
1992). Ou seja, os hiperparasitas “atacam” hifas, estruturas de resisténcia e de reproducao
dos fitopatégenos. Em relacado a degradacao e lise celular da célula hospedeira, ocorre uma

desorganizacao da parede celular pela acao de enzimas, desequilibrio osmético, agregacao



e retracao do citoplasma e da membrana sendo que o efeito das enzimas seria gradual e
constante durante todo o processo de micoparasitismo (BENHAMOU e CHET, 1996).
Devido a esses mecanismos, o Trichoderma apresenta um grande potencial em controle
bioldgico, além do que determinadas espécies desse fungo sao resistentes a grandes doses
de pesticidas (MUNNECKE et al., 1973, CHET, 1987; BENITEZ, 2004), levando a
potenciacao de baixas doses de pesticidas no cultivo, pela associacao com o biocontrole,
garantindo assim, reducao dos efeitos de degradacdao do meio ambiente pela agricultura

moderna.

O fungo S. rolfsii caracteriza-se pela producdo de micélio vigoroso e grampos de conexao
nas hifas. Produz esclerédios globosos, pequenos, medindo de 0,5 a 1,5 mm de didmetro.
Os esclerédios podem sobreviver no solo por, no minimo, um ano. A fase teleomérfica
corresponde ao basidiomiceto Athelia rolfsii (Cruzi) Tu e Kimbrough, mas este é raramente
observado. A sobrevivéncia ocorre através do crescimento do micélio em matéria orgénica
e pelos esclerédios presentes no solo. Agua de irrigacdo, implementos agricolas, esterco e
sementes podem disseminar o fungo. Os esclerédios germinam entre 10 °C a 35 °C, mas
as condicdes ideais para o desenvolvimento da doenca sao alta umidade e temperaturas ao
redor de 30 °C, ou seja, 6tima adaptacdao em clima tropical e subtropical. A germinacao
dos esclerddios diminui com o aumento da profundidade no solo. Antes de atuar como
patégeno o fungo necessita crescer saprofiticamente sobre substrato organico. O fungo S.
rolfsii é favorecido por ferimentos no hospedeiro, mas pode invadi-lo por penetracao direta,
geralmente, préximo a superficie do solo. Segundo Punja (1985) e El-Katatny et al. (2001),

ha grandes perdas quando o solo esta infestado por esse patdgeno.

Em pelo menos nove paises ja existem formulac6es comerciais de fungos do género
Trichoderma (WHIPS, 1992), uma vez que, os fungos desse género sao considerados de
grande potencialidade contra varios de fungos fitopatogénicos, e visto que certas espécies
de Trichoderma sao resistentes a altas doses de pesticidas, tais como, o brometo de metila
e o pentacloronitrobenzeno (PCNB) (MUNNECKE et al., 1973; CHET, 1987; MARTINS-
CORDER e MELO, 1998). Além disso, caracterizam-se pela producao de metabdlitos
volateis e ndo volateis (DENNIS e WEBSTER, 1971a, b; MARTINS-CORDER e MELO,
1998), atuam por hiperparasitismo (BARNETT, 1963; CHET e ELAD, 1983; BARAK et al.,
1985; PAPAVIZAS, 1985; MARTINS-CORDER e MELO, 1998) e pela competicao de
nutrientes, espaco e oxigénio (CHET e ELAD, 1983; MARTINS-CORDER e MELO, 1998).
Os metabdlitos téxicos produzidos por espécies de Trichoderma foram primeiramente
observados por Weindling (1932), que determinou haver difusao do principio letal em hifas
jovens. Os pesquisadores Elad et al. (1982), Papavizas (1985), Ridout et al. (1988) e El-
Katatny (2001) verificaram que as espécies de Trichoderma também produzem

exoglucanases e endoglucanases, celobiases e quitinases, que sdo enzimas importantes na



degradacao e na lise da parede celular de fungos fitopatogénicos. A capacidade para
produzir tais substancias e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies e entre
isolados da mesma espécie e seus mecanismos de controle biolégico podem ocorrer

simultaneamente durante o processo de vida do antagonista.

Em virtude do exposto, as estratégias de controle biolégico sdao altamente compativeis com
as préticas de agricultura auto-sustentdveis que sao necessarias para a conservacao dos
recursos naturais para a agricultura (SIVAN e CHET, 1992). Por estas razdes, o controle
biolégico tem se desenvolvido como uma estratégia vidvel e promissora para a reducao de
doencas em plantas, tanto usado individualmente como em combinagdo com outras

medidas fitossanitarias (JACK et al., 1991).

Este trabalho foi conduzido com os objetivos de verificar o potencial de isolados de
Trichoderma para o controle da podriddao do colo e tombamento de plantulas do feijoeiro
causadas pelo fitopatégeno S. rolfsii, caracterizar fisiologicamente linhagens do
antagonista usando os critérios de resisténcia a fungicida, producao de conidios em meio
de cultura e observar a capacidade de producao de enzimas hidroliticas envolvidas no

micoparasitismo por dois isolados de Trichoderma.

MATERIAL E METODO

1 - Avaliacao de isolados de Trichoderma no controle de S. rolfsii em feijoeiro (P. vulgaris)

Avaliou-se o potencial de 46 isolados de Trichoderma para o controle da podridao do colo e
tombamento de plantulas do feijoeiro, todos pertencentes a colecdo de fungos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Tabela 1). O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao, onde a temperatura foi mantida entre 15 °C e 35 °C e a umidade relativa, em
torno de 70 %. Utilizaram-se vasos plasticos com capacidade de 3 kg contendo solo
constituido da mistura de terra de barranco, areia lavada de rio e esterco, corrigido o pH e
autoclavado. O inéculo do patégeno, assim como do antagonista, foi produzido em graos
de arroz parboilizado previamente umedecido com agua destilada (60 % p/v) e autoclavado
a 120 °C por 20 min. Dois discos de micélio de cada isolado de Trichoderma, medindo 0,4
cm de didmetro, foram transferidos para Erlenmeyers de 500 mL de capacidade contendo,
cada um, 75 g de arroz.

Para S. rolfsii, o cultivo ocorreu em bandejas de aluminio de dimensdo 44 cm x 30 cm com
500 g de arroz, recebendo cinco discos de micélio cada uma. Os Erlenmeyers e as
bandejas permaneceram sete dias em camara de crescimento a 25 °C com fotoperiodo de
12 h. As inoculacdes do solo foram realizadas simultaneamente, com o antagonista e com
o patégeno. Apds 24 h, procedeu-se a semeadura, utilizando-se 10 sementes de feijdo por
vaso. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por tratamento.

As avaliacoOes de isolados de Trichoderma spp. no controle de S. rolfsii em feijoeiro foram
realizadas aos 15 e 30 dias apés a semeadura, determinando-se as porcentagens de



plantas vivas. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Tabela 1 — Isolados de Trichoderma que fazem parte da colecao de fungos da EMBRAPA

Recursos Genéticos e Biotecnologia usados nos experimentos de controle ao fitopatégeno

S. rolfsii.

Isolado Espécie Isolado Espécie
CEN 144 T. paceramosum CEN 228 T. koningii
CEN 151 T. harzianum CEN 229 T. fertile
CEN 162 T. asperellum CEN 230 T. harzianum
CEN 168 T. harzianum CEN 231 T. spirale
CEN 195 T. harzianum CEN 232 T. fertile
CEN 198 T. aureoviride CEN 234 T. harzianum
CEN 199 T. aureoviride CEN 235 T. harzianum
CEN 200 T. aureoviride CEN 236 T. harzianum
CEN 201 T. asperellum CEN 237 T. harzianum
CEN 203 T. aureoviride CEN 238 T. harzianum
CEN 204 T. viride CEN 240 T. harzianum
CEN 206 T. aureoviride CEN 241 T. harzianum
CEN 208 T. konongii CEN 243 T. harzianum
CEN 209 T. pseudokoningii CEN 246 T. harzianum
CEN 211 T. fertile CEN 247 T. harzianum
CEN 219 T. atroviride CEN 254 T. harzianum
CEN 220 T. harzianum CEN 255 T. harzianum
CEN 221 T. viride CEN 256 T. aureoviride
CEN 222 T. aureoviride CEN 260 T. viride
CEN 223 T. harzianum CEN 262 T. harzianum
CEN 225 T. spirale CEN 266 T. crassum
CEN 226 T. fasciculatum CEN 400 Nao identificado
CEN 227 T. fasciculatum CEN 405 Nao identificado

2 - Caracterizacdo de isolados de Trichoderma spp. quanto a capacidade de esporulacédo

em meio de cultura

Os isolados CEN 201 e CEN 241 foram crescidos em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) a

25 °C por um periodo de 7 dias. As placas contendo as colOnias foram entédo lavadas com

3 mL de Tween 0,05 % obtendo-se, assim, a suspensdo para quantificacdo dos conidios.

Gotas desta suspensao foram distribuidas em cadmaras de Neubauer, efetuando-se a

contagem em cinco quadrantes



3 - Caracterizacdo de isolados de Trichoderma spp. quanto a resisténcia ao fungicida

Benomil

Pequenas amostras de micélio dos dois isolados (CEN 201 e CEN 241) foram colocadas no
centro da placa de Petri contendo 25 mL do meio BDA acrescido do fungicida Benomil, nas
concentracdes de 2 uyg.mL"; 5 yg.mL" e 8 yg.mL". Medidas de diametros das colénias

foram tomadas em intervalos de 24 h durante 3 dias (QUEIROZ, 2000).

4 - Caracterizacdo de isolados de Trichoderma spp. quanto a producao de enzimas

hidroliticas

Inoculou-se uma aliquota de 1,0x10°8 conidios.mL" de cada isolado em erlenmeyer com 50
mL de meio completo (FeS040,50 g.L™"; KCI 0,50 g.L"; KH2PO4 1,50 g.L'; MgS0Qa 7H20
0,50 g.L";NaNO36,0 g.L"; ZnSO4 0,001 g.L"; caseina 1,60 g.L"; extrato de levedura
0,50 g.L"; glicose 10,0 g.L"; peptona 20,0 g.L", pH 6,5), de acordo com Pontecorvo
(1953), seguindo-se a agitacado de 150 rpm por 48 h a 25 °C (New Brunswck Scientific
Co., New Brunswick, USA). Posteriormente, os meios foram centrifugados duas vezes por
10 min a 10000xg e entao transferidos para 50 mL de meio minimo (MM) ou meio de
indugdo (MgS04.H20 0,2 g.L"; KH2P040,9 g.L™"; KCI 0,2 g.L'™"; NH4NO3 1,0 g.L"; FeSOa4
0,002 g.L"; ZnS04 0,002 g.L"; quitina 5 g.L", pH 6,3) e entdo mantidos a 25 °Ca 150
rom por 48 h. A seguir, os isolados foram filtrados a vacuo através de papel filtro
Whatman n°® 1 e analisados quanto a presenca das enzimas quitinase, N-

acetilglicosaminidase, $-glucanase e protease.

5 — Determinacées bioquimicas

5.1 - Proteinas totais

A quantidade total de proteina das amostras foi determinada adicionando-se 200 pL do
reagente colorimétrico (BRADFORD, 1976) em 100 pyL de amostra, completando-se com
700 pL de 4gua destilada. Apds 10 min de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia das amostras foi determinada a 595 nm. A quantidade de proteina total foi
calculada utilizando-se uma curva padrao construida com quantidades crescentes de BSA

(albumina sérica bovina, Sigma CO.) na faixa de 0 a 10 pg.

5.2 - Ensaio de quitinase



A atividade quitinolitica foi feita através do método modificado de Molano et al. (1997),
incubando-se 1,0 mL de amostra, 500 uL de quitina regenerada (quitina regenerada 0,5 %
em tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,0) e 500 pL de tampao acetato de s6dio 50 mM
pH 5,0 por 24 h a 37 °C sob agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, 1,0 mL do ensaio foi
centrifugado por 5 min a 12000xg. A quantificacdo dos acucares redutores liberados da
quitina foi feita adicionando-se 1,0 mL do reagente DNS (MILLER, 1959) em 250 uL do
sobrenadante, seguindo-se aquecimento em banho de dgua fervente por 10 min e leitura
da absorbancia a 550 nm. Enzima desnaturada, apds incubacdo em banho de agua
fervente por 15 min e quitina regenerada dissolvida em dgua (sem enzima) foram utilizadas
como controles. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

capaz de produzir uma variacao de 0,1 nm por hora.

5.3 - Ensaios de N-acetilglicosaminidase (NAGase)

Para a determinacao da atividade de NAGase, utilizou-se uma versao modificada do
método de Yabuki et al. (1986), onde 50 pL de amostra foram misturadas em 350 yL de
tampao fosfato de s6édio 10 mM pH 6,0 e 100 pL de substrato (5 mM p-nitrofenil-N-acetil-
B-D-glicosamina em tampao fosfato de sddio 10 mM pH 6,0). Apds o periodo de incubacédo
por 1 h a 37 °C, areacao foi interrompida pela adicdo de 1,0 mL de Na2COs 0,25 M
seguindo-se a leitura no comprimento de 405 nm. Enzima desnaturada e substrato em
agua (sem enzima) foram utilizados como controles. Uma unidade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de produzir uma mudanca de 0,1 nm na

absorbéncia por hora.

5.4 - Ensaios da protease

A atividade proteolitica foi determinada a partir de modificacdes do método de Kunitz
(1946), pela adicdao de 500 yL de amostra de substrato (caseina 1 % em tampao fosfato
de sé6dio 50 mM pH 7,0 e MgClz2 0,1 M) seguindo-se incubacéo por 1 h a 37 °C. A reacéao
foi interrompida pela adicdo de 100 yL de acido tricloroacético (TCA) 100 % durante 1 h a
—20 °C. Os tubos foram centrifugados a 12000xg por 5 min sendo a absorbéancia do
sobrenadante determinada a 280 nm. Enzima desnaturada e amostra incubada sem
substrato foram utilizadas como controles. Uma unidade enziméatica (U) foi definida como a

guantidade de enzima capaz de produzir uma mudanca de 0,1 nm na absorbéancia por hora.

5.5 - Ensaios de B-glucanase

A determinacdo da atividade de B-glucanase foi realizada segundo modificacoes do método
de Elad et al. (1982) adicionando-se 500 yL de amostra em 250 uL de substrato

(laminarina 0,2 % em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0) e incubando-se por 2 h a



37 °C. A quantificacdo dos aclcares redutores liberados da laminarina foi feita misturando-
se 250 pL da reacdao com 1,0 mL da DNS, seguindo-se de agquecimento em banho de agua
fervente por 10 min. Enzima desnaturada e substrato sem enzima foram utilizados como
controles. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de

produzir uma variacdo de O,1 nm por hora.

RESULTADOS

1 - Avaliacdo de isolados de Trichoderma no controle de S. rolfsii em feijoeiro (P. vulgaris)

Quarenta e quatro isolados proporcionaram controle de 60 % a 95 %, sendo que destes,
11 isolados (CEN 144, CEN 168, CEN 201, CEN 209, CEN 211, CEN 221, CEN 222, CEN
225, CEN 227, CEN 256, CEN 266) apresentaram controle igual ou superior a 90 %
(Figura 1). Com estes resultados, foi realizada a selecao do isolado com o maior percentual
de antagonismo e daquele com os menores indices de controle para se avaliar a producéao
de conidios, concentragcdo minima inibitéria de fungicida e atividade enzimatica, visando
determinar o mecanismo de antagonismo utilizado. Desse modo, para estes ensaios
utilizaram-se os isolados CEN 201 (7. asperellum), com uma taxa de antagonismo de 95

%, e CEN 241 (T. harzianum), com 25,5 % de controle.
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Figura 1 — Porcentagem de plantulas de feijao obtida em solo tratado com Trichoderma
spp. e inoculado com o patégeno S. roffsii.



2 - Caracterizacdo de isolados de Trichoderma spp. quanto a capacidade de esporulacédo
em meio de cultura

No experimento de producao de conidios em meio de cultura BDA, observou-se que os dois
isolados selecionados para avaliacao apresentaram capacidade de esporulacao satisfatoria

(Tabela 2).

Tabela 2 - Producao de conidios dos isolados de Trichoderma crescidos em meio BDA.

Isolados Producao em BDA
CEN 201 4,25 x 10°
CEN 241 8,15 x 108

O isolado de Trichoderma CEN 241 apresentou o equivalente ao dobro na quantidade de
conidios produzidos em relacéo a linhagem CEN 201. Apesar dos fungos do género
Trichoderma spp. caracterizarem-se por um crescimento rapido, ha consideraveis variacoes
em seu crescimento e esporulacao até mesmo quando sdao comparados os isolados da

mesma espécie (PERES e MELO, 1995).

3- Caracterizacao de isolados de Trichoderma quanto a resisténcia ao Benomil
Os isolados CEN 201 e CEN 241 foram caracterizados quanto a resisténcia a diferentes
concentracdes do fungicida Benomil, onde foram observadas variacdes nos niveis de

resposta ao agente quimico testado (Tabela 3).



Tabela 3 - Avaliacdo do crescimento micelial (mm) em meio BDA suplementado com

diferentes concentracdes de Benomil.

Isolados Benomil 24 h 48 h 72 h 96 h
0 yg.mL™ 217+0,14 6,03+015 90 9+0
2 pyg.mL* 0,77+0,33 1,36+043 188+059 2607
CEN 201 1
5 ug.mL 0,40+0,06 049+009 053%0,1 0,62 + 0,05
8 ug.mL™ 0,4+0,15 0,52+0,17 049+0,17 0,46+0,19
1,33 + 5,64 + 8,97 +
0 pg.mL"’ 0,12 0,19 0,06 9+0
0,28 + 0,81 + 1,11 +
2 pug.mL"’ 0,02 0,7 + 0,07 0,11 0,13
CEN 241
0,34 + 0,32 + 0,37 + 0,37 +
5 ug.mL’ 0,08 0,08 0,06 0,06
0,40 + 0,36 + 0,38 +
8 pug.mL"’ 0,06 0,06 0,05 0,4 + 0,03

Valores sdo média * desvio padrao de trés repeticdes.

A partir da andlise dos resultados observou-se que o isolado CEN 201 apresentou uma
maior velocidade de crescimento e maior resisténcia ao fungicida Benomil. Nas culturas
usadas como controle, com 72 h de crescimento, os fungos cobriram todo o meio de

cultura.

Segundo Davidse (1973) o mecanismo de acao do fungicida Benomil consiste na inibicdo
da mitose em fungos como Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter. Para esse processo
ocorrer, o fungicida interage com os microtubulos presentes no citoplasma (DAVIDSE,
1986). Os microtubulos estdo presentes nas células eucaridticas e sao essenciais para uma
série de atividades celulares, tais como: formacao do fuso e movimento dos cromossomos
na mitose; processos de secrecdo; manutencao da forma e do movimento celular (GULL,
1981). O microtubulo é um heterodimero composto de duas subunidades polipeptidicas
denominadas a-tubulina e B-tubulina (THOMAS et al., 1985). Apesar da atividade bioldgica
do benomil estar baseada na interferéncia com a formacao e funcionamento dos
microtUbulos que estdo presentes nas células eucariéticas (HOWARD e AIST, 1980),
muitos eucariotos nao sao igualmente sensiveis aos benzimidazoéis, como é o caso dos

fungos, que apresentam diferencas no grau de sensibilidade a estas drogas (BOLLEN e



FUCHS, 1970; DAVIDSE, 1986). Sendo assim, o nivel variado de resisténcia ao benomil
das linhagens de Trichoderma utilizadas neste estudo, pode ser devido as diferencas na
capacidade de ligacao do fungicida com a B-tubulina dos fungos em questdo (QUEIROZ,

2000).

4. Caracterizacdao de isolados de Trichoderma spp. quanto a producdo de enzimas

hidroliticas

A andlise do conteddo de proteinas presentes no meio de inducdo contendo quitina como
Unica fonte de carbono indicou que a linhagem CEN 241 produziu 6,85 ug.mL" de proteina
secretada e o CEN 201 apresentou uma concentracao extremamente baixa, ficando abaixo

de 2 yg.mL™.

No tocante a atividade enzimatica, os dois isolados de Trichoderma CEN 201 e CEN 241
apresentaram diferencas na producdo dos quatro sistemas enzimaticos escolhidos para

estudo (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacdo da atividade enzimatica (U) das principais enzimas envolvidas no

micoparasitismo produzidas pelos isolados CEN 201 e CEN 241 de Trichoderma.

Isolado Quitinase NAGase* B-glucanase Protease

CEN 201 0,115 £ 0,452 0,09 £ 0,004 0,727 = 0,010 0,307 = 0,127

+
+
+
h

CEN 241 0,436 £ 0,018 1,71 £ 0,032 0,542 + 0,011 0,075 = 0,004

+
+
+
'

*NAGase — N-Acetilglicosaminidase.

Com relacao a producao de quitinase, o isolado CEN 241 apresentou atividade 3,8 vezes
maior que CEN 201. Foi observado que o isolado CEN 201 obteve uma atividade
proteolitica 4 vezes maior que CEN 241. Para a atividade de N-acetilglicosaminidase, CEN
241 apresentou uma atividade 19 vezes maior que CEN 201. No ensaio de B-glucanase,
CEN 201 foi 1,3 vezes maior em atividade enzimatica do que CEN 241. Observou-se
elevada producao de quitinase e N-acetilglicosaminidase a partir do isolado CEN 241

(Figura 2).
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Figura 2 — Comparacao entre as atividades das principais enzimas envolvidas no
micoparasitismo por dois isolados de Trichoderma quando crescidos em meio minimo

suplementado com quitina como fonte de carbono.

O mecanismo de modos de agdo antagonista de Trichoderma envolve o quimiotropismo,
reconhecimento mediado por lectina e formacao de estruturas de penetracao. Este
processo € potencializado pela secrecao de enzimas hidroliticas extracelulares, tais como,
quitinases, B-glucanases e proteases com capacidade de degradar componentes da parede
celular do fitopatégeno, facilitando a entrada do composto de interesse (GOLDMAN et al.,
1994; LORITO et al., 1996). Em T. harzianum, as enzimas quitinoliticas e B-1,3-glucanases
tém sido consideradas como os principais fatores responsaveis pelo processo de controle
(ELAD et al., 1984). Enzimas hidroliticas extracelulares produzidas por 7. hazianum atuam
sinergisticamente /in vitro. Quitinases e B-glucanases- de Trichoderma podem nao sé6 atuar
sinergisticamente entre si, como também com enzimas hidroliticas de outros organismos,

por exemplo, Enterobacter cloacae, e com compostos fungitéxicos (QUEIROZ, 2000).

Conforme a constatacao de Lima et al. (1999), a enzima com atividade quitinolitica capaz
de hidrolisar a parede de S. rolfsii era uma endoquitinase produzida por uma linhagem de 7.
harzianum. Entao, a partir da seqiiéncia de experimentos realizados, obteve-se uma

correlacao entre a atividade de micoparasitismo por Trichoderma.

Em funcao dos resultados obtidos neste trabalho, péde-se verificar que o antagonista que
apresentou o maior percentual de controle em plantas de feijao, CEN 201, nao foi aquele

gue apresentou a maior atividade quitinolitica. Essa linhagem mostrou-se menos sensivel

ao fungicida Benomil, indicando uma possivel coexisténcia entre esse fungo e

determinadas substancias presentes no ambiente. Esse é um critério que devera ser



estudado em futuros experimentos para se adequar as melhores condicdes de uso do
isolado CEN 201 quando na aplicacdao no manejo integrado de pragas. Os resultados
obtidos indicam a importancia de maiores estudos a respeito das espécies de Trichoderma
visando a possibilidade de se introduzir este fungo na agricultura como um agente de
controle biolégico, buscando-se os melhores resultados na contencao da praga e na
reducao de danos ao meio ambiente quando sao utilizados produtos quimicos. Na literatura
e até mesmo em produtos de biocontrole j& em comercializacdo, bons resultados sao
apresentados com a utilizacdo de 7. harzianum. Este trabalho evidencia o potencial de
isolados pertencentes a outras espécies do género Trichoderma para o desenvolvimento de

produtos biotecnoldgicos.

CONCLUSOES

1. O isolado CEN 201 foi o que apresentou maior potencial como agente de biocontrole

contra S. rolfsii dentre os testados.

2. Esta capacidade de antagonismo nao correspondeu a uma maior capacidade de
esporulacao em meio BDA e uma maior producao das enzimas quitinase e N-

acetilglicosaminidase.

3. Os resultados deste trabalho indicaram auséncia de correlacdao entre potencial
antagoénico e atividade enzimatica em filtrado de cultura, sugerindo que o micoparasitismo

nao seja o mecanismo preferencial de acdo de Trichodema sobre S. rolfsii.

4. Estes resultados também apontaram a inexisténcia de correlacao direta entre o nivel de
producao de enzimas do sistema quitinolitico e o potencial de biocontrole. Entretanto,
devido a grande diversidade de interacGes antagonistas, esse importante critério nao deve

ser totalmente descartado na triagem e selecao de potenciais isolados de Trichoderma.
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