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Resumo - A ocorréncia de doencas é o principal fator de reducdo na producédo do feijoeiro comum no
Brasil. Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum sio agentes causais de
importantes doencas dessa cultura. Para que haja sucesso do controle biol6gico dessas e outras
doencas, o conhecimento dos metabolitos produzidos pelos agentes de controle biol6gico, como
Trichoderma spp. € essencial. Sob esse ponto de vista, este trabalho visou caracterizar diferentes
isolados de Trichoderma spp. de acordo com os metabdlitos produzidos pelos mesmos e verificar a
capacidade antagonista desses isolados contra os patdgenos citados. Foram testados 25 isolados, de
trés diferentes espécies de Trichoderma, quanto a producéo de enzimas hidroliticas, AIA e sideréforos
bem como a capacidade de inibicdo do desenvolvimento dos patégenos por producdo de metabdlitos
volateis e antagonismo em teste de cultura pareada. Todos os isolados produziram quitinases,
glucanases, proteases, AIA e sideréforos. A producdo de metabolitos volateis in vitro contra F.
oxysporum f.sp. phaseoli foi eficiente em 24% dos isolados testados e 20% deles inibiram o
crescimento de S. sclerotiorum. Em cultura pareada, a reducdo no crescimento de S. sclerotioum
variou entre 67,5-100%, enquanto para F. oxysporum f.sp. phaseoli a reducéo foi de 29-50%.

Palavras-chave: Murcha de Fusarium. Mofo branco. Trichoderma spp.

Trichoderma characterization and potential of biological control against bean phytopathogens in
vitro

Abstract - The occurrence of diseases is the main reason for reduction in common bean production in
Brazil. Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli and Sclerotinia sclerotiorum are the causative agents of
important diseases of this crop. For the biological control to be successful for these and other diseases,
the knowledge of the metabolites produced by the biocontrol agents such as Trichoderma spp. is
essential. From this point of view, this study aimed to characterize different isolates of Trichoderma
spp. according to their metabolites production and verify the ability of these antagonistic isolates
against the pathogens above mentioned. Twenty five isolates were tested, from three different species
of Trichoderma. Their ability to produce hydrolytic enzymes, IAA and siderophores as well as their
ability to inhibit the development of pathogens by the production of volatile metabolites and
antagonism in paired culture were analyzed. All isolates produced chitinase, glucanases, proteases,
IAA and siderophores. The production of volatile metabolites in vitro against F. oxysporum f.sp.
phaseoli was effective with 24% of the isolates tested and 20% were able to inhibit the growth of S.
sclerotiorum. In paired cultures, the reduction in growth for S. sclerotioum ranged from 67.5 to 100%,
while for F. oxysporum f.sp. phaseoli reduction was from 29-50 %.
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Introducéo

O Brasil € um dos maiores produtores e
consumidores de feijdo (Phaseolus viulgaris L.),
tendo ocupado o primeiro lugar em sete dos
Gltimos dez anos. O feijoeiro comum é cultivado
no Brasil durante todo o ano por pequenos,
meédios e grandes produtores, em ecossistemas
subtropical e tropical. Na safra 2012/2013, o pais
produziu 2,83 milhGes de toneladas, com um
rendimento médio de 924 kg ha™. Segundo
Pereira et al. (2011), ocorréncia de doengas é
uma das principais causas de reducdo na
produtividade do feijoeiro, e podem ser
transmitidas por bactérias, fungos virus e
nematoides, entre as quais se destacam o mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum) e a murcha de
Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli).
O controle quimico tem sido usado para o
controle dessas doengas, mas o uso intensivo de
agrotoxicos tem promovido diversos problemas
de ordem ambiental, como a contaminacdo dos
alimentos, do solo, da &gua e dos animais; a
intoxicagcdo dos agricultores; a resisténcia de
patdgenos a certos principios ativos dos produtos
aplicados; o surgimento de doengas iatrogénicas;
o desequilibrio ecol6gico, alterando a ciclagem
de nutrientes e da matéria organica; a eliminacédo
de organismos benéficos e a reducdo da
biodiversidade, entre outros (MORANDI e
BETTIOL, 20009).

Antagonistas de fungos fitopatogénicos tém
sido usados em controle bioldgico de doencas de
plantas, reduzindo os efeitos dos impactos
provocados pelo controle quimico. Quando
usados em combinacdo com agrotdxicos em
estratégias de manejo integrado, reduzem ainda
os residuos pds-colheita e a quantidade final de
fungicidas aplicados, mantendo os niveis de
supressdo dos patdgenos semelhante ao esperado
com o tratamento quimico (LIMA et al., 2011).
Grande parte das aplicagdes de agentes de
controle biolégico tem sido realizada com
diferentes isolados do fungo Trichoderma
(BENITEZ, et al., 2004). As espécies de
Trichoderma geralmente sédo encontradas como
componentes da microbiota da grande maioria
dos tipos de solos, especialmente os organicos,
incluindo a camada de himus das florestas, solos
agricolas no campo e em pomares, podendo viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos
(DRUZHININA et al., 2011).

O sucesso de Trichoderma no controle
bioldgico estd associado a sua alta capacidade
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reprodutiva, habilidade de se desenvolver em
condicBes desfavoraveis, eficiéncia na utilizagdo
de nutrientes, capacidade de modificacdo da
rizosfera, alta agressividade contra fungos
fitopatogénicos e eficiéncia na promocdo de
crescimento e inducdo de mecanismos de defesa
nas plantas (HOWELL, 2003; BENITEZ et al.,
2004). Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo caracterizar diferentes isolados de
Trichoderma spp. de acordo com os metabolitos
produzidos pelos mesmos e verificar a
capacidade antagOnica destes contra patdgenos
do feijoeiro.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Micologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Foram testados 25
isolados de Trichoderma spp. nos experimentos

realizados. Os isolados pertencem a trés
diferentes espécies, identificados como ICBO01,
ICB02, ICB03, ICB04, ICB06, ICB07, ICBO08,
ICB09, ICB10, ICB11, ICB12, ICB13, ICB14,
ICB15, ICB16, ICB17, ICB18, ICB19, ICB20,
ICB21, ICB22, ICB23, ICB 24 (Trichoderma

asperellum), ICBO05 (Trichoderma harzianum) e
ICB25 (Trichoderma virens) e pertencem a
Micoteca da empresa ICB BIOAGRITEC
LTDA., Porto Alegre, Brasil.

Para a avaliacdo da producdo de enzimas
hidroliticas, os isolados de Trichoderma foram
crescidos em meio de cultura Mandel e Reese
(1960) modificado (peptona bacteriolédgica 0,1%;
KH,PO, 0,2%; (NH,),SO, 0,14%; MgSO, 7H,0
0,03%; uréia 0,03%; glicose 3%; CaCl, 6H,0
0,03%; micélio seco de Bipolaris sorokiniana
0,5%; 100 pL de solucdo de elemento traco, pH
6,0) durante cinco dias, sob agitacdo orbital de
150 rpm em camara de crescimento a 25+2°C. O
micélio seco de um patogeno foi adicionado ao
meio para estimular a producdo de enzimas pelo
antagonista. A andlise da atividade quitinasica e
glucanésica foi baseada no método de Miller
(1959), medindo a liberacdo de aglcares
redutores a partir da hidrdlise de quitina coloidal
e da laminarina, respetivamente, pelo uso de
acido dinitrosalicilico (DNS). A absorbéancia foi
medida em espectrofotdmetro em A= 545 nm.
Para determinacdo da atividade enzimética foi
preparada uma curva de calibragdo com glicose
nas concentracgdes de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; e 0,3 mg
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mL™. Uma atividade enziméatica (U) corresponde
a liberacdo de 1 umol de glicose (mL min)™. A
determinacgdo da atividade proteasica foi baseada
no método de Sarath et al. (1989) utilizando
azocaseina 2% como substrato. A leitura da
absorbéancia foi realizada em espectrofotdmetro
em A= 440 nm. Uma atividade enzimatica (U)
corresponde a quantidade de enzima requerida
para produzir uma absorbancia de 1 unidade em
30 minutos a 25°C, em um A= 440 nm.

Para a avaliacdo da producdo de &cido indol
acético, os isolados de Trichoderma spp. foram
inicialmente cultivados em meio de cultura BDA
e mantidos durante trés dias em cémara de
crescimento com temperatura de 25+2°C e
fotoperiodo de 12 h de luz. A partir destas
colonias foram retirados discos de 8,0 mm
contendo micélio e esporos do fungo e, em
seguida, foram repicados em frascos conicos de
250 mL contendo 50 mL de meio BD
suplementado com 500 pg mL™ de triptofano. Os
frascos foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm
agitador climatizado com temperatura de
25+2°C, por cinco dias. Apos esse periodo, 0
meio foi filtrado com auxilio de algod&o hidréfilo
branco em um funil. Do filtrado da cultura foi
retirado uma aliquota de 1,5 mL das amostras e
adicionado 1,5 mL de reagente de Salkowsky
(150 mL H,SO,, 7,5 mL de FeCl;.6H,0, 250 mL
de &gua destilada). A reacdo foi realizada durante
20 min no escuro e posteriormente as amostras
foram avaliadas em espectrofotdmetro em A= 530
nm. Para a determinagdo da concentracéo de AIA
na amostra, foi preparada uma curva de
calibragdo preparada com acido indol acético nas
concentragcbes de 0, 1, 2,4, 6, 10 e 16 pg mL™.

A producdo de sideroforos pelos isolados de
Trichoderma spp. foi detectada através da técnica
universal para deteccdo de sideroforos proposta
por Schwyn e Neilands (1987). Inicialmente,
todos os materiais utilizados para 0
desenvolvimento dos ensaios foram lavados com
HCI 6M e, apos, imersos em agua deionizada por
um periodo de 8 h e novamente enxaguados em
agua deionizada. Os isolados foram cultivados
em meio de cultura BD, e incubados sob agitacédo
de 150 rpm e temperatura de 25+2°C durante
cinco dias. A mudanca de cor da mistura do
sobrenadante de azul para amarelo-avermelhado
em um periodo de 15 minutos indica a producéo
de sidert6foros pelo antagonista.

A avaliacdo da producdo de metabdlitos
volateis foi realizada atraves da inoculacéo de um
disco de 0,8 cm de didmetro contendo micélio
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dos isolados de Trichoderma spp. em meio de
cultura BDA e no centro de outra placa, com o
mesmo meio, foi inoculado um disco do mesmo
tamanho contendo micélio de Fusarium
oxysporum f.ssp. phaseoli ou de Sclerotinia
sclerotiorum. A placa contendo os fitopatdgenos
foi invertida sobre a placa contendo o antagonista
e seladas com filme plastico. As placas foram
mantidas em uma temperatura de 25+2°C em
camara de crescimento durante cinco dias. Apds
0 periodo de incubacdo o didmetro das coldnias
do patégeno foram medidas com o auxilio de um
paquimetro. A testemunha consistiu da
inoculacdo do fitopatdgeno na auséncia de
Trichoderma spp.

Para verificar o potencial dos isolados de
Trichoderma spp. atuarem no controle bioldgico
de fitopatégenos do feijoeiro, utilizou-se a
metodologia de cultura pareada proposta por
Dennis e Webster (1971). Os diferentes isolados
do antagonista e os fitopatdgenos foram
cultivados em meio de cultura BDA, durante
cinco dias em camara de crescimento com
temperatura de 25+2°C. Um disco de micélio, de
0,8 cm de didmetro de cada isolado de
Trichoderma spp. e um disco de cada
fitopatdgeno foram inoculados em lados opostos
da placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. As placas foram mantidas nas mesmas
condigdes descritas acima até que ocorresse um
ponto de contato entre as duas col6nias. Nesse
momento, a coldnia do fitopatdégeno foi medida
com o auxilio de um paquimetro. A testemunha
consistiu da inoculagdo do fitopatégeno na
auséncia do antagonista.

Todos o0s experimentos foram realizados em
triplicata e os valores foram expressos como a
média entre elas. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5% e as médias comparadas pelo
teste de Tukey. Os softwares utilizados para
todas as analises estatisticas foram o Statistica
7.0 (Statsoft) e SASM-Agri (CANTERI et al.,
2001).

Resultados e Discussao

As espécies de Trichoderma possuem um alto
nivel de diversidade genética e podem ser
empregadas para a producdo de uma ampla gama
de produtos de interesse comercial e ecoldgico
(SCHUSTER e SCHMOLL, 2010), além de
serem proliferas produtoras de proteinas
extracelulares, enzimas  degradadoras e
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metabdlitos com atividades antibidticas, e podem
atuar como agentes de controle biol6gico de
doengas e promover 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas (HARMAN et al.,
2004). Essa diversidade torna importante o
estudo de cada isolado de Trichoderma spp. para
determinar a atividade de interesse a qual pode
ser melhor aplicado.

A producdo de enzimas hidroliticas, como
quitinases, glucanases e proteases, que Ssao
enzimas degradadoras da parede celular, est&
diretamente relacionada com a capacidade de um
fungo atacar diretamente outro, em um processo
chamado de micoparasitismo, que envolve uma
sucessdo de eventos, incluindo reconhecimento,
ataque e subsequente penetracdo e morte do
hospedeiro (HARMAN et al., 2004). Qualhato et
al. (2013) estudaram o micoparasitismo em
espécies de Trichoderma contra fungos
fitopatogénicos e concluiram que T. harzianum e
T. asperellum possuem alta eficiéncia no controle
S. sclerotiorum e F. solani, demonstrando
potencial para serem utilizados em controle
biolégico das doencas provocadas por tais

patdgenos.
Todos os isolados produziram enzimas
hidroliticas. A concentracdo de quitinase

produzida variou entre 7,86 e 13,54 U (Tabela 1).
As maiores producbes da enzima foram obtidas
pelos isolados ICB04 (13,54 U) e ICB21 (12,67
U), enquanto os isolados ICB16 (7,86 U), ICB23
(7,92 U), ICB 25 (8,16 U), ICB13 (8,34 U),
ICB19 (8,57 U) e ICB12 (8,69 U) apresentaram
as menores concentracbes de quitinase no
experimento (p < 0.05). A concentragdo maxima
obtida nesse experimento foi cerca de duas vezes
maior do que a concentragdo encontrada
anteriormente, que obteve 62 U mL™* em
Trichoderma harzianum ap6s 96 h de cultivo. A
maior producdo pode ser explicada pela presenca
de micélio de um fitopatégeno no meio, o que
induziria maior producdo de enzimas. Segundo
Rana et al. (2012), a enzima quitinase &
produzida em niveis constitutivos pelos
microrganismos. Gajera et al. (2012) concluiram
que a atividade de quitinase é elevada durante o
antagonismo, pois quando avaliado o seu
potencial de inibicdo em Aspergillus niger,
observaram uma elevagdo na atividade
enzimatica, variagdo entre 0,11 e 1,31 U mL™.

A concentracdo de glucanase variou entre 4,08
e 25,62 U (Tabela 1). A maior concentracdo foi
obtida pelo isolado ICB19 (25,62 U), enquanto o0s
isolados ICB14 (5,41 U), ICB06 (5,37 U), ICB18
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(5,34 U), ICB12 (5,10 U), ICB13 (4,76 U),
ICB16 (4,59 U), ICB20 (4,48 U), ICB24 (4,46 U)
e ICB15 (4,08 U) apresentaram as menores
concentracdes de glucanase (p < 0,05). A maior
concentracdo de glucanases entre os isolados de
Trichoderma spp. testados foi superior a
detectada para quitinases. Segundo De La Cruz et
al. (1995), a produtividade de B-1,3-glucanases
(BGN13.1) corresponde a maior atividade
extracelular em  Trichoderma harzianum.
Monteiro (2008) encontrou valores elevados para
a producao de glucanases em Trichoderma, com
concentragbes variando entre 27 e 45 U
dependendo do fitopatégeno utilizado como
indutor no meio.

A concentragdo de protease que foi produzida
variou entre 0,77 e 3,41 U (Tabela 1). As maiores
concentracbes foram produzidas pelo isolado
ICB06 (3,41 U), enquanto que as menores
concentracbes de protease (p < 0,05) foram
observadas para os isolados ICB15 (0,99 U),
ICB17 (0,98 U), ICB23 (0,98 U), ICB12 (0,95
U), ICB11 (0,95 U), ICB02 (0,91 U), ICB20
(0,87 U), ICB04 (0,85 U), ICB19 (0,83 U) e
ICB16 (0,77 U). No trabalho desenvolvido por
De Marco et al (2003), os valores para a
producdo de proteases por isolados de
Trichoderma spp. foram préximos aos obtidos
neste trabalho, com melhores resultados em torno
de 1,41 U mL™ap6s 72 h de inoculacéo.

O é&cido indol acético ¢ uma auxina natural
encontrada em plantas, que atua como regulador
de crescimento, causando efeito positivo no
desenvolvimento e morfologia das raizes, além
de aumentar o0 acesso aos nutrientes do solo
(ZHAO, 2012). Os tecidos das raizes sdo
especialmente  sensiveis a flutuagdes nas
concentracdes de AIA e o desenvolvimento do
sistema radicular pode ser afetado por fontes

exogenas desse regulador, incluindo os
provenientes de fontes microbianas (DUCA et
al., 2014).

Neste ensaio, todos os isolados de

Trichoderma spp. produziram AlA, variando
entre 11,35 e 52,42 ug mL™. Os isolados ICB05
(T. harzianum) e ICB06 (T. asperellum)
produziram as maiores concentragdes de AIA em
relacdo aos demais isolados (p < 0,05). Os
demais isolados apresentaram concentragdes
semelhantes, ndo apresentando  diferenca
significativa entre si (p < 0,05) (Figura 1). A
capacidade de um microrganismo produzir AlA
estd associada com o seu potencial em estimular
o crescimento vegetal (BENITEZ et al.,2004) e
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diferentes estudos tém demonstrado a capacidade
de Trichoderma produzir auxinas, como o AlA
(GRAVEL et al., 2007; HERMOSA et al., 2012).
Contreras-Cornejo et al. (2009) concluiram que a
producdo de auxinas por Trichoderma virens é
capaz de estimular o crescimento e o
desenvolvimento das raizes em Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana). Comparando a atividade
de um isolado de Trichoderma harizianum
mutante com um isolado selvagem da mesma
espécie, foi possivel observar que o isolado
mutante, que produzia maiores concentragdes de
AlA néo foi apenas mais estavel na promocéo de
crescimento em pepino, mas também mais
eficiente do que o isolado selvagem (ZHANG et
al., 2013).

Além de ter um efeito estimulante no
crescimento das plantas, o AIA exdgeno na
rizosfera também pode ter efeito prejudicial sobre
o alongamento das raizes em diferentes
concentracdes, fato que vem sendo associado ao
aumento no nivel de etileno na planta
(HERMOSA et al. 2012). O AIA pode aumentar
a atividade da enzima ACC sintase que catalisa a
conversdo de S-adenosil metionina ao composto
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC),
o0 precursor do etileno nas plantas (HERMOSA et
al, 2012; ZUNIGA et al., 2013).

Outro mecanismo observado em Trichoderma
spp. € a habilidade para competicdo por
nutrientes limitados resultando na morte dos
fitopatogenos por desnutricdo. Em condigdes de
baixa disponibilidade de Fe, muitos fungos sdo
capazes de excretar um quelante de baixo peso
molecular especifico para o Fe (BENITEZ, et al.,
2004). Os microrganismos da rizosfera também
podem afetar fortemente a captacdo de Fe pelas
plantas através da producdo de sideréforos, que
aumentam a mobilidade de Fe no solo,
particularmente na rizosfera, e fornecem Fe
soltvel para as plantas (BAR-NESS, et al., 1992).
Segundo  Delgado-Jarana et al. (2003),
Trichoderma tem capacidade superior de
mobilizar e captar nutrientes do solo comparado a
outros microrganismos, o uso eficiente de
nutrientes disponiveis é baseado na sua
habilidade de obter ATP para seu metabolismo de
diferentes agucares, como aqueles derivados de
polimeros  amplamente  disseminados  no
ambiente, como celulose, glucanos e quitianas
entre outros, todos eles se transformando em
glicose. Todos os isolados de Trichoderma spp.
avaliados neste experimento demonstraram
capacidade de produzir sideréforos em baixas
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concentracdes de ferro (Tabela 2). Lehner et al.
(2013) sugerem uma alta diversidade na
producdo de siderd6foros por Trichoderma spp.,
tendo a ferricrocina um importante papel no
armazenamento intracelular do ferro.

Trichoderma spp. pode produzir mais de 40
diferentes metabolitos secundarios que podem
contribuir na sua acdo antagonistica. Um grande
numero de metabolitos volateis secundarios sao
produzidos por Trichoderma spp., como etileno,
cianeto de hidrogénio, aldeidos e cetonas, e
desempenham um importante papel no controle
de fitopatdgenos e metabdlitos, como 4&cido
harzianico, alameticina e tricolina, que dificultam
o crescimento de microrganismos (PADMAJA et
al., 2013). Os 25 isolados testados produziram
metabdlitos volateis capazes de inibir o
crescimento de Fusarium oxysporum f.sp.
phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum (Tabela 2).
Os isolados ICB07, ICB11, ICB12, ICB16,
ICB20 e ICB21 reduziram significativamente (p
< 0,05) o crescimento de de F. oxysporum f.sp.
phaseoli, em relacdo a testemunha. O isolado
ICB20 apresentou maior eficiéncia na inibigéo do
crescimento, reduzindo aproximadamente 33 % o
didmetro da coldnia do patdégeno. Os demais
isolados ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa em relacdo a testemunha (p < 0,05).
Carvalho et al. (2011) avaliaram o efeito de
metabolitos volateis produzidos por Trichoderma
harzianum na inibicio de crescimento de
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli in vitro e
observaram que todos os isolados testados
inibiram o crescimento do patégeno, reduzindo o
didmetro da colénia em aproximadamente 50%
enquanto a reducdo da incidéncia do patégeno em
sementes de feijado ficou entre 35 e 51% e
proporcionando entre 73 e 81% de plantulas
normais.

Quando avaliamos a acdo dos metabdlitos
volateis  produzidos pelos isolados de
Trichoderma na inibicdo de crescimento de
Sclerotinia sclerotiorum, os isolados 1CBO05,
ICB06, ICB11, ICB12 e ICB25 reduziram
significativamente (p < 0,05) o crescimento das
colonias do patégeno em relacdo ao crescimento
apresentado pela testemunha (Tabela 2). A maior
eficiéncia foi observada para o isolado ICBO6,
que reduziu 90 % o didmetro da colbnia de
Sclerotinia sclerotiorum. Lobo Junior e Abreu
(2000) observaram a inibicdo de Sclerotinia
sclerotiorum in vitro por metabdlitos volateis
produzidos por Trichoderma viride, T.
aureoviride, T. koningii, T. pseudokoningii e
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Penicillium sp. Os mesmos autores ressaltam a
importdncia de testar antagonistas em
temperaturas préximas a temperatura Otima de
desenvolvimento do patdégeno, o que no caso de
S. sclerotiorum esté entre 15 e 20°C.

No teste de pareamento de culturas, 80% dos
isolados testados reduziram significativamente (p
< 0,05) o crescimento de Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli in vitro (Tabela 2). Para esses
isolados, a reducdo variou entre 29 e 50% em
relagdo ao didmetro da col6nia da testemunha.
Apenas 24 % dos isolados reduziram
significativamente (p < 0,05) o crescimento de
Sclerotinia sclerotiorum in vitro (Tabela 2),
entretanto, a eficiéncia desses isolados foi
superior a encontrada para F. oxysporum f.sp.
phaseoli, uma vez que a redugdo provocada no
crescimento do fitopatdgeno variou entre 67,5 e
100% em relacdo a testemunha. O antagonismo
de Trichoderma stromaticum foi observado em
cultura pareada com Phytophthora citrophthora,
reduzindo em 52,21% o crescimento do
fitopatégeno, de acordo com Silva et al., 2008.
Ethur et al. (2005) avaliaram a eficiéncia de
Trichoderma spp. no controle de Sclerotinia
sclerotiorum no cultivo de pepineiro e
observaram reducdo entre 94 e 100% no
desenvolvimento do patégeno in vitro, e o
controle do tombamento de mudas em estufa foi
comprovado.

O potencial de espécies de Trichoderma
atuarem com eficiéncia no biocontrole depende
das condigdes fisioquimicas do ambiente e ndo
esta fielmente associado a apenas um mecanismo,
mas sim ao sinergismo que ocorre entre sua
capacidade de producéo de metabdlitos volateis e
ndo volateis tdxicos, competéncia rizosférica,
competicdo por espago e nutrientes, e produgdo
de enzimas liticas, podendo acarretar ndo apenas
a reducdo na incidéncia do patégeno, como
provocar efeitos benéficos nas plantas, como
promocdo de crescimento (biofertilizagcdo) e
estimulo dos mecanismos de defesa da planta
(HOWELL, 2003; BENITEZ et al., 2004).

Conclusotes

Todos os isolados produziram enzimas
hidroliticas, acido indol acético e sider6foros.

Os isolados testados apresentam maior
eficiéncia na producdo de metabolitos volateis
contra Sclerotinia sclerotiorum.

O maior numero de isolados foi capaz de
inibir o crescimento de Fusarium oxysporum f.sp.
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phaseoli in vitro, entretando, os isolados capazes
de inibir o crescimento de Sclerotinia
Sclerotiorum foram mais eficientes.
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Figura 1 - Producdo de &cido indol acético (AlA) por diferentes isolados de Trichoderma spp.
Barras seguidas da mesma letra nédo diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey

5%.
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Tabela 1 - Producéo de enzimas hidroliticas por diferentes isolados de Trichoderma spp. in vitro.

Isolados Enzimas hidoliticas®”
Quitinase (U)®@ Glucanase (U)® Protease (U)®
ICBO1 9,58° 7,06°" 1,22%"
ICB02 10,93 18,05° 0,911
ICB03 11,51° 6,80°" 1,30"
ICB04 13,54° 7,71° 0,85/
ICB05 11,84™ 12,93% 1,92°
ICB06 10,51% 5,37 3,41°
ICB07 9,21" 6,87 1,30%
ICBO8 11,57° 14,48° 2,50
ICB09 11,47° 12,45 1,03"
ICB10 9,69° 6,36°"" 1,129"
ICB11 9,61° 13,05% 0,95%
ICB12 8,69° 5,10%" 0,95%
ICB13 8,34¢ 4,76" 1,67°
ICB14 9,52° 5,41 2,24°
ICB15 9,94° 4,08' 0,99"
ICB16 7,86" 4,59 0,77
ICB17 9,88° 6,64°" 0,08
ICB18 9,69° 5,34 1,01"
ICB19 8,57° 25,62° 0,83*
ICB20 9,08' 4,48' 0,87
ICB21 12,67® 7,20° 1,99°
ICB22 9,80° 6,96°" 1,03"
ICB23 7,92" 7,05 0,98
ICB24 10,50% 4,46 1,63
ICB25 8,16" 12,98% 1,36
CV (%) 2,95 6,40 5,56

W Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 5%

@ Uma unidade enzimatica corresponde a liberagao de 1 umol glicose. (mL. min)™

© Uma unidade enzimatica corresponde & quantidade de enzima requerida para produzir uma absorbancia de 1 unidade. 30 min™ em 25°C a
A= 440 nm
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Tabela 2 - Antagonismo e inibicdo de crescimento de Fusarium oxusporum f.sp. phaseoli (F.
oxysporum) e Sclerotinia sclerotiorum (S. sclerotiorum) por Trichoderma spp. e sua capacidade de
producéo de sideroforos.

_ Inibicdo do crescimento por Producéo
Isolados Antagonismo metabdlitos volateis sideréforos
Meédia de crescimento da cultura do patégeno (cm)«
F. oxysporum S. sclerotiorum F. oxysporum S. sclerotiorum
ICBO1 2,7° 4,%0cdet 3,7% 3,7% +
ICB02 1,9° 1,90 4,0° 4,7% +
ICB03 2,7° 6,1% 3,4%° 3,62 +
ICB04 2,6° 0f 3,5%¢ 3,40 +
ICBO5 2,7° 3,42bcdet 3,5%° 2,20 +
ICBO6 2,3 6,3%° 3,5%¢ 0,8° +
ICB07 2,0° 3,9°%0cdet 3,2 4,8 +
ICB08 2,7a" 6,4 3,4%° 2,5 +
ICB09 2,8a" 7,2 3,3%" 3,4% +
ICB10 2,6° 3,42bcdet 3,4%° 1,9¢ +
ICB11 2,4° 3, 72bcdet 3,2 1,8% +
ICB12 2,9® 8,0° 3,2 7,3° +
ICB13 2,4° 1,2%f 3,5% 5,0%¢ +
ICB14 2,7° 4,6% 3,97 3,4% +
ICB15 2,3 4, 72000 3,6™ 5,9% +
ICB16 2,5 3,500 3,2 2,2%c +
ICB17 2,5° 5,9%cde 3,5% 4,3 +
ICB18 2,4° 1,0 3,5 3,3 +
ICB19 2,2° 4,4%0ccet 3,7% 5,280 +
ICB20 2,6° 6,3 2,9° 5,72 +
ICB21 2,8% 4,g20ccet 3,2 6,3 +
ICB22 2,5° 4,g20ccet 3,7%" 3,8 +
ICB23 2,8% 2,6 3,5%" 2,5% +
ICB24 2,6° 3,3%0ccet 3,6™ 3,4% +
ICB25 2,4° 2,4°00t 3,4%° 2,1° +
Testemunha 3,8 8,0° 4,32 7,7
CV (%) 12,96 37,30 9,19 44,25

“Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 5%.
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