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RESUMO

O fungo do género Trichoderma vem sendo utilizado com sucesso nos ultimos anos como um
eficaz Agente de Controle Biologico (ACB) de patdgenos fungicos que atacam culturas de
grande interesse econdmico, isso se deve a sua alta capacidade de ser encontrado ou cultivado
em diversos solos e substratos diferentes, além de possuir um crescimento acelerado e contribuir
de forma direta na diminuicéo do uso de insumos importados como agroquimicos sintéticos. O
estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados do género Trichoderma contra os
fitopatdgeno Fusarium solani. Apos a realizagdo dos testes de avaliagdo da inibi¢do por meio
metabolitos volateis e ndo volateis, teste de antagonismo e avaliacdo da atividade enzimatica
de (NAGase, quitinase e B-1-3-glicanase) de isolados de Trichoderma com o fitopatdgeno F.
solani, foi possivel observar que, o isolado T. harzianum ALL-42 foi considerado o mais
eficiente no método de culturas pareadas. Os isolados T. harzianum ALL-42 e T. asperelloides
TR-356 apresentaram as maiores atividades na presenca do micélio macerado do fitopatdgeno
F. solani. Dentre os isolados presentes no trabalho o Trichoderma spp.1 e Trichoderma spp.2
foram os que apresentaram 0s menores resultados na maioria dos testes, no entanto isso nao
exclui suas possiveis potencialidades, como promotores do crescimento de plantas e
competicdo. Os isolados T. harzianum ALL-42 e T. asperelloides TR-356 se destacaram como
potenciais ACBs a serem aplicados em campo no controle de pragas agricolas, producdo
enzimatica e uso biotecnoldgico. Conclui-se que as espécies de Trichoderma possuem potencial
para atuar na inibicéo e que ja se sabe que contribui também no crescimento e produtividade de
culturas. No entanto, novos testes necessitam ser realizados, assim como estudos mais
aprofundados para investigacao desse género e de suas contribui¢fes para a pesquisa cientifica.

Palavras-chave: Agroquimicos, Controle bioldgico, Fitopatogeno, Trichoderma.



ABSTRACT

The fungus of the genus Trichoderma has been successfully used in recent years as an effective
Biological Control Agent (BCA) for fungal pathogens that attack crops of great economic
interest; the effectiveness of BCA is due to 1) its high capacity to be found or cultivated in
different soils and different substrates, 2) to own an accelerated growth, and 3) to contribute for
the reduction of the use of inputs such as synthetic agrochemicals. The study aimed to evaluate
the efficiency of fungi of the genus Trichoderma isolated from the Cerrado of Tocantins against
the phytopathogen Fusarium solani. After performing the tests to evaluate the inhibition by
volatile and non-volatile metabolites, antagonism test, and evaluation of the enzymatic activity
(NAGase, quitinase pB-1-3-glucanase) of Trichoderma isolates such as the phytopathogen F.
solani, it was possible to observe that the isolate T. harzianum ALL-42 was considered the most
efficient in the paired culture method. The isolates T. harzianum ALL-42 and T. asperelloides
TR-356 showed the highest activities in the presence of macerated mycelium of the
phytopathogen F. solani. Among the isolates present in the work, Trichoderma spp.1 and
Trichoderma spp.2 were the ones that presented the lowest results in most tests; however, this
does not exclude their possible potential as promoters of plant growth and competition. The
isolates T. harzianum ALL-42 and T. asperelloides TR-356 stood out as potential biological
control agents to be applied in the field in the control of agricultural pests, enzyme production
and biotechnological use. It is concluded that the species of Trichoderma have the potential to
act in inhibition and that it is already known that it also contributes to the growth and
productivity of cultures. However, new tests need to be performed, as well as further studies to
investigate this genre and its contributions to scientific research.

Keywords: Agrochemicals, Biological control, Phytopathogen, Trichoderma.
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1 INTRODUCAO

O cenério brasileiro é marcado pelo agronegécio em geral, sendo ele uma das suas
maiores fontes de economia com produtos agricolas, tanto em consumo interno, como em
exportacdo, além de assumir a linha de frente de grande parte das geracbes de emprego e
implementagdes em tecnologia. De acordo com Pignat et al. (2017) para manter esse papel
importante frente a economia, esse setor tem utilizado de maneira intensa insumos quimicos,
sementes transgénicas, fertilizantes e agroquimicos. Segundo a EMBRAPA (2016), o Brasil €
o lider mundial no setor do agronegdcio, contudo, essa lideranca vem impactando diretamente
numa dependéncia crescente de insumos importados, com énfase em agroquimicos sintéticos,
tornando o pais um dos lideres mundiais no consumo desses produtos.

De acordo com o Art. 2° da Lei Federal 7.802, de 11 de Julho de 1989, os agroquimicos
podem ser definidos como produtos ou agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
utilizados na producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagem e
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas, assim como, de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, com a finalidade de alterar a composicao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos (BRASIL,
1989).

De acordo com o trabalho Nascimento (2022) o Tocantins esteve durante varias décadas
envolvido com a consolidacao das atividades agricolas no dominio Cerrado, principalmente na
criacdo e cultivo de soja, além de outras culturas de interesse econdmico como (ex: milho,
sorgo, feijao, etc.). Contudo essa expansao na agricultura por parte do estado, levou o mesmo
a consumir uma quantidade consideravel de produtos quimicos afim de manter em alta a
produtividade em seus cultivos.

Apesar dos efeitos benéficos nas culturas agricolas os agroquimicos quando aplicados
de forma inadequada ou exagerada podem vir a causar danos severos ao solo e aos organismos
presentes no mesmo aumentando a resisténcia de patdgenos do cultivo atual e dos demais que
estdo por vir (LOPES & ALBUQUERQUE, 2018). Além de causar problemas ambientais
abrangentes, os agroquimicos sdo nocivos a salde humana, tanto aos que residem nas
proximidades, quanto aqueles que futuramente venham a consumir tais produtos (PUNJA &
UTKHEDE, 2003). Esses fungicidas quimicos possuem uma especificidade bem definida, ou
seja, atacam os fungos no solo no qual foi aplicado, no entanto, podem vir a eliminar até mesmo
aqueles fungos que sao benéficos as plantas deixando-as suscetiveis a patdgenos de solo (PIRES
et al. 2003).
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Por volta da década de 1950, surgiu uma nova alternativa bem menos nociva no controle
de patdgenos agricolas no geral, mais conhecida como “controle bioldgico”. A primeira
publicacéo relacionada ao controle bioldgico foi com Foster, onde ele realizou o uso do fungo
Trichoderma contra o virus do mosaico do fumo, conseguindo éxito no controle da determinada
praga (BETTIOL & MORANDI, 2009). O controle biolégico busca a eliminacdo destes
patdégenos de forma natural utilizando-se de organismos vivos chamados de Agentes de
Controle Bioldgico (ACB) podendo ser fungos, bactérias, insetos, entre outros. Segundo dados
da EMBRAPA (2019) cerca de 80% das pragas podem ser controladas a partir da acdo de
inimigos naturais quando sdo adotadas estratégias preconizadas pelo manejo integrado de
pragas (MIP). Outro indicador importante tem sido 0 aumento no ndmero de registro de novos
produtos contendo ACBs pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa)
tendo atualmente no Brasil 337 produtos de biocontrole registrados (EMBRAPA, 2021).

Os ACBs podem contribuir de forma positiva nas culturas produgéo e economia, visto
que o crescimento no mercado de defensivos bioldgicos segue a tendéncia mundial de reducao
no uso de agroguimicos (RODRIGUES et al. 1998). Segundo MAPA (2020) a producéo de
insumos bioldgicos para controle de pragas e doencas agricolas cresceu mais de 70% resultando
em um faturamento de R$ 464,5 milhdes em vendas. Os ACBs sdo inofensivos a salide humana
e ao meio ambiente (sdo naturais da microbiota do solo) assim, devido a essas caracteristicas
estes vém causando uma reducdo do uso de agroquimicos e propiciando um cultivo em
equilibrio nos ecossistemas.

Do ponto de visto econdmico o inimigo natural efetivo € capaz de regular a densidade
populacional de uma determinada praga mantendo-a em niveis abaixo do dano estabelecido
para um determinado cultivo, devendo apresentar algumas caracteristicas como: adaptabilidade
as condic@es fisicas do meio ambiente, especificidade a um determinado hospedeiro e alta
capacidade de crescimento e desenvolvimento (BUENO et al. 2015). Atualmente, entre o0s
organismos mais usados no controle bioldgico de pragas estdo os fungos do género
Trichoderma. De acordo com Benitez et al. (2004) 90% dos microrganismos utilizados no

controle de patdgenos sdo compostos por isolados desse género.

1.1 Trichoderma: agente de controle biologico

O fungo do género Trichoderma spp. é natural do solo e pode ser facilmente encontrado
nos mais diversos locais, sendo que, possuem na literatura poucos relatos acerca desse género
ser causador de doencgas em plantas, no entanto, sua utilizacdo no controle biologico tem sido
cada vez mais cogitada por pesquisadores (KUBICEK et al. 2001; HARMAN, 2004). Esse
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fungo é conhecido por sua alta capacidade de se disseminar pelo ambiente utilizando-se das
mais diversas fontes de carbono, nitrogénio e substratos para producdo de suas enzimas e
metabolitos. Além de serem adaptados a diferentes condicGes climaticas ajustando assim seus
mecanismos de sobrevivéncia (SCHUSTER & SCHMOOL, 2010). S&o conhecidos como
agentes de biocontrole devido a suas atividades antagonistas e sua alta capacidade metabdlica
e sua natureza agressiva e competitiva contra diversos hospedeiros (KESWANI et al. 2014;
SILVA et al. 2019).

De acordo com o banco de dados virtual GenBank (NCBI), que utiliza o Index

Fungorum (http://www.indexfungorum.org/) como fonte de referéncia, sugere-se a

classificacdo a seguir para ser utilizada como base para 0 acesso as espécies ou resultados de
pesquisas submetidas: Dominio Eucaryota, “Grupo” Fungi/Metazoa, Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae,
Ordem Hypocreales, “Familia” Hypocreales mitosporicos, Género Trichoderma (ou Familia
Hypocreacea, Género Hypocrea na forma teleomorfica). Esse Index constitui uma fonte de
referéncia bastante confiavel para fins académicos devido a ser constantemente revisado e
atualizado.

As cepas de Trichoderma podem ser facilmente observadas e identificadas através de
caracteres morfolégicos comuns de serem atribuidas e diferenciadas, como um pigmento de
conidios verdes brilhantes, por apresentarem um crescimento rapido e se ramificarem bem,

como observado na Figura 1.

Figura 1. Placas de isolados de Trichoderma crescidos em meio BDA. A) Placa contendo
isolado T. asperellmdes TR-356. B) Placa contendo isolado T. harzianum ALL-42.

Fonte: Santos, K. C. R (2022).


http://www.indexfungorum.org/
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Estudos feitos por Corabi-Adell (2004) relataram que os isolados de Trichoderma spp.
geralmente apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas facilmente reconheciveis as quais
incluem crescimento rapido em meio de cultura, rede micelial aérea hialina, septada, bastante
ramificada e esparsa como visto na (Figura 2) além da producéo de pustulas conidiégenas em

sua maioria verde brilhante podendo ser soltos ou muito compactados em tufos.

Figura 2. Foto de microcultivo de Trichoderma e Rhizoctonia solani. Hifa mais delgada
sendo do fungo Trichoderma com seus conidioforos evidentes, hifa maior sendo do fungo R.
solani, coloracgdo realizada com periddico de Schiff.

Fonte: Lopes, F. A. C (2012).

A esporulacdo assexuada é um processo reprodutivo comum em muitas espécies de
fungos de importancia médica, industrial e agricola. Os esporos assexuados (conidios) tém uma
funcdo de dispersdo ou dorméncia e também s&o usados como inoculo. Nesse sentido, 0s
conidios s&o utilizados na preparacao comercial de fungos benéficos, como os utilizados como
agentes de biocontrole de fitopatdgenos e os utilizados em processos industriais. E neste campo
que Trichoderma é um género de particular interesse econdémico (CARRERAS-VILLASENOR
etal. 2012).

Ramada (2010) relata que espécies de Trichoderma podem apresentar efeitos diretos e
indiretos, como competicao por espago e/ou nutrientes, producdo de metabolitos volateis e ndo
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volateis, producdo de enzimas liticas, inativacdo de enzimas de patdgenos e parasitismo. J& 0s
efeitos indiretos podem ser tudo aquilo que produz na planta hospedeira tanto mudangas
morfologicas quanto quimicas, induzindo a mesma a aumentar a tolerancia ao stress, roubo de
nutrientes e resisténcia a doengas, no entanto esses mecanismos podem também ocorrer
simultaneamente (VITERBO et al. 2002). Quando 0s microrganismos competem por espago e
nutrientes geralmente os mais fortes e resistentes tendem a sobreviver, com isso, espécies de
Trichoderma costumam possuir essa capacidade superior frente a outros microrganismos,
sobrevivendo as mais desfavoraveis e extremas condi¢oes, alem de possuir a habilidade de obter
ATP metabolizando diferentes agucares presentes em ambientes fangicos como celulose,
glicanas e quitinas (CHET et al. 1997).

A influéncia de microrganismos no desenvolvimento de plantas é amplamente
investigado e sera possivelmente uma das taticas mais importantes para um aumento na
produtividade no mundo. Os fungos do género Trichoderma se apresentam como um dos
principais antagonistas para o desenvolvimento e rendimento da producéo agricola (CHAGAS
et al. 2017). Ao colonizar raizes de plantas, alguns isolados de Trichoderma, conseguem
promover mudancas na rizosfera, impedindo assim a colonizacdo da mesma por fitopatdgenos,
como crescimento das raizes, e a estimulacdo da expressdo de genes de defesa em plantas
(HARMAN et al. 2004; VINALE et al. 2004). Essa associacéo entre o Trichoderma/ Planta
hospedeira gera mudangas como aumento na producdo de compostos terpendides que estdo
ligados a defesa da planta, além da producdo de giberelinas e auxinas promovendo o
crescimento da mesma (WOO et al. 2006).

A producdo de metabdlitos secundarios por Trichoderma spp., € um mecanismo de a¢do
conhecido como antibiose, que depende da capacidade do agente de biocontrole produzir certos
compostos, volateis ou ndo volateis, tdxicos a outros patdgenos. Tais compostos sao originados
de rotas secundarias do metabolismo do antagonista e alguns exemplos sdo 0s peptaibols,
terpendides, pironas e policetideos (RAMADA,; LOPES; ULHOA, 2019).

Entre os mecanismos de atuacdo de Trichoderma spp. mais conhecidos e relatados na
literatura 0 micoparasitismo € caracterizado pela beneficiagcdo de um fungo parasita a partir de
danos causados a outro fungo o hospedeiro, consistindo em ataques diretos levando a destruicdo
de algumas das estruturas do hospedeiro (por exemplo, micélio, esporos e esclerddios)
utilizando seus componentes como fonte de nutrientes (BHAT, 2017). Esse mecanismo pode
responder efetivamente ao biocontrole diante de algumas condi¢bes como (cepa que foi
utilizada, patégeno alvo, cultura na qual foi aplicado, bem como condi¢des ambientais
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favoraveis de pH, temperatura, salinidade e nutrientes disponiveis) (ZIN & BADALUDDIN,
2020).

O micoparasitismo é um dos mais efetivos mecanismos de espécies desse fungo, o
mesmo inicia o processo crescendo em direcdo a hifa do hospedeiro fixando-se ou ndo nela, a
partir disso enzimas de degradacéo da parede de fungos sé&o secretadas pela inducéo a presenca
do hospedeiro promovendo a ruptura da parede do fungo hospedeiro e dando acesso ao seu
conteudo intracelular, onde o fungo micoparasita alimenta-se do conteudo citosdélico do fungo
hospedeiro levando a destruicdo da sua hifa (SABA et al. 2012) isso é possivel devido a
carboidratos presentes na parede celular do parasita que se ligam a lectinas presentes na parede
celular do hospedeiro dando origem a uma estrutura chamada de apressorio que permite que 0
Trichoderma tenha acesso ao conteudo intracelular do hospedeiro (MUKHERJEE et al. 2012;
GUSMAN-GUSMAN et al. 2019). A parede celular de fungos patégenos que s&o hospedeiros
do antagonista Trichoderma durante o micoparasitismo, determina qual serd a producéo de
enzimas hidroliticas pelo agente de controle bioldgico, ou seja, diversas espécies de fungos com
paredes celulares de constitui¢fes diferentes podem vir a determinar a secre¢cdo de enzimas em
quantidades e qualidades diferentes (QUALHATO et al. 2013; NAUOM et al. 2018).

De acordo com estudos de Cai et al. (2015) outro mecanismo procedente do
Trichoderma é liberacdo de compostos semelhantes a horménios ou fitohorménios que
melhoram o crescimento de plantas e auxilia no desenvolvimento das raizes. Carvalhais et al.
(2015) relata em seu trabalho que o bom e rapido desempenho no crescimento das plantas
influéncia os microrganismos presentes naquele determinado solo através da emissdo de
exsudatos radiculares, que disponibiliza mais nutrientes para 0 consumo microbiano. O sucesso
desse género nos ecossistemas naturais € bem relatado devido a sua atuacdo como
decompositor, atuando também no desenvolvimento de plantas através da absorcdo de
nutrientes, alterando assim, a rizosfera. Esse fungo possui uma incrivel capacidade de resistir a
ambientes pouco propicios a sua sobrevivéncia, além de possuir uma imensa forga destrutiva
contra patogenos (BENITEZ et al. 2004; HARMAN, 2006).

Esse ACB é eficaz a diferentes fitopatdgenos, isso se deve a sua alta capacidade de ser
encontrado ou cultivado em diversos solos e substratos diferentes, além de possuir um
crescimento acelerado. Os organismos do género Trichoderma séo antagonistas de vida livre e
presentes, em sua maioria, em regides de clima tropical e temperado (ABREU & PFENNING,
2019). Além dessa capacidade antagonica, esses ACBs promovem o crescimento vegetal e
inducdo a resisténcia das plantas (MACHADO et al. 2012). Diversos estudos comprovam a

eficacia de isolados de Trichoderma frente a fitopatdgenos encontrados no solo, responsaveis
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pela infeccdo de raizes e incidéncia de podridées nas mesmas, como os fungos do género
Fusarium, Rhizoctonia e Sclerotinia (LUCON, 2014).

Além dessa versatilidade de Trichoderma, outro fator que o faz importante agente de
controle bioldgico, principalmente contra patégenos habitantes de solo, é sua capacidade de se
estabelecer no solo e atacar diretamente as estruturas de sobrevivéncia, como eslcerodios e
microesclerddios, diferentemente dos fungicidas quimicos. Assim, Trichoderma pode ser um
grande aliado no manejo de doencas causadas por patdgenos como Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina, entre outros (BOTELHO,
2022).

1.2 Fusarium solani

O género Fusarium spp. de acordo com a classificacdo taxonémica, constitui um estado
anamorfo da ordem Hypocreales, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes e familia
Nectriaceae (WALKER et al. 2016), possui ampla distribuicdo, tendo a maioria das espécies
fungos patdgenos de diversas culturas de interesse econdmico (ex: cereais, milho, trigo, cevada
e aveia). Sdo fungos filamentosos e bem distribuidos tanto em solos como em plantas,
possuindo a capacidade de se desenvolver a 37 °C eles s&o considerados oportunistas podendo
causar diversas doencas, sendo as espécies mais famosas consideradas patogénicas (F. solani,
F. oxysporum e F. verticilloides) (TAPIA & AMARO, 2014). A infecc¢do causada por fungos
desse género acomete diversos problemas no produto final, como baixa qualidade, isso se deve
ao fato de produzirem as chamadas micotoxinas, que sao responsaveis por doencas tanto em
humanos quanto animais (NICOLAISEN et al. 2009).

Espécies desse género sdo conhecidas por serem oportunistas altamente bem sucedidos,
caracterizados por se dispersarem rapidamente, contaminando as mais diversas culturas, sendo
as sementes dessas o0 alvo da maioria de suas doencas (MACIEL, 2016). Algumas culturas de
grande interesse econdémico tém sofrido inimeras perdas em sua producéo devido a ataques de
doencgas patogénicas que afetam sua produtividade, além de reduzir drasticamente o seu valor
comercial (RAMADA, 2010). A maioria dessas perdas de ataques a lavouras tanto no Brasil
como em todo mundo sdo atribuidas a fitopatogenos, forcando os produtores a utilizarem
altissimos capitais para realizar seu controle (OARD et al. 2004). Fitopatogenos como (F.
solani, F. oxysporum, R. solani e S. sclerotiorum) tem acarretado as mais diversas infecgdes em
lavouras brasileiras, promovendo perdas graves de até 100% de sua producdo, em especial em
culturas de batata e feijdo, que s&o comuns de serem cultivadas nos Cerrados, ficando assim,



23

caracterizadas como sendo um dos maiores problemas a ser superado pela agricultura brasileira
(HALL & NASSER, 1996; CAFE FILHO & LOBO Jr, 2000; LOBO Jr, 2002).

Dentre o género Fusarium, a espécie Fusarium solani (Figura 3) é a mais complexa e
capaz de infectar diversas culturas (ex. soja, milho, feijao e trigo) e em diferentes estagios de
desenvolvimento, sendo que a complexidade do solo e a variabilidade genética existentes no F.
solani tornam as doencas causadas por ele de dificil controle, permanecendo presentes no solo
por varias estacfes (MILANESI et al. 2013). Entre os sintomas que essa espécie pode causar
em plantas se pode citar o amarelecimento das folhas, descoloracédo do sistema vascular, murcha
da planta e podriddo radicular (ROCHA et al. 2016). A doenca causada por Fusarium solani
ataca desde plantas jovens até as adultas causando nestas sintomas como, murcha,
desfolhamento e podriddo das raizes e podem ser encontradas muitas vezes em solos pobres e
secos (DA SILVA & TEIXEIRA, 2012).

Figura 3. Visualizacdo macromorfoldgica do fungo Fusarium solani crescido em meio BDA.

Fonte: Santos, K. C. R (2022).

De acordo com Lopes (2012) esse fungo utiliza-se de estratégias como, producdo de
uma vasta variedade de metabdlitos secundarios toxicos e bioativos para colonizagdo do
hospedeiro. Durante periodos de seca os sintomas provocados pelo patdgeno tende a se
intensificar devido a baixa utilizacdo de &gua e nutrientes pela planta, implicando assim em

uma limitagdo no desenvolvimento da mesma. Outros patégenos como os fungos Pythium spp.
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e Rhizoctonia spp. e nematoides podem afetar em conjunto as raizes da planta intensificando
ainda mais os sintomas da cultura (TEIXEIRA et al. 2009).

Apesar de serem conhecidos mundialmente como fungos patogénicos que atacam
plantas, estudos demonstram que também podem causar infec¢cdes em humanos, as chamadas
fusarioses. Apo6s um estudo realizado no Hospital Geral de Massachusetts, composto por 26
casos de fusariose, sendo a cutanea a que mais ocorreu, foi identificado que a fusariose é mais
comum de ocorrer em pacientes que ja estejam imunocomprometidos (MUHAMMED et al.
2013; NUCCI & ANAISSIE, 2007; NUCCI & ANAISSIE, 2019).

Esse patdgeno ocorre, especialmente, em locais de climas tropicais e subtropicais e é
capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela formacdo de estruturas chamadas
clamiddsporos. O fungo pode colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e frutos através de seus
conidios, que sdo disseminados pelo ar, pela 4gua, equipamentos agricolas, pela complexidade
do sistema solo e pela diversidade de espécies existentes nesse ambiente (MILANESI, 2009).
1.3 Importancia da procura de ACBs

Conhecer as comunidades da fauna edafica é um requisito essencial na busca por um
adequado e sustentavel manejo do solo que, além de conservar a biodiversidade, também
possibilita acfes importantes desses organismos no ecossistema. Apesar de estarem, na sua
maioria ocultos, pelo fato de se localizarem dentro do solo ou da serapilheira, este grupo gera
importantes servi¢cos ambientais, que sdo, infelizmente, pouco reconhecidos e valorizados
(BROWN et al. 2015). O solo é um sistema vivo e heterogéneo, composto de muitas
associacfes microbianas, sendo estas bastante sensiveis a modifica¢des fisicas e quimicas tais
como alteragcdes no modo de cultivo, uso de agroquimicos ou de substancias biologicamente
ativas que podem afetar o equilibrio microbiano (DOMINGOS, 2020).

De acordo com Poletto et al. (2006) os fungos patogénicos oportunistas nao-
especializados, em geral sdo polifagos (atacam um grande nimero de espécies vegetais), além
de utilizarem matéria organica como substrato, sdo também colonizadores de residuos vegetais
altamente sucedidos, com poder de contaminar diferentes tipos de culturas agricolas. O
mecanismo mais utilizado para o controle desses fitopatdgenos sdo os agroquimicos sintéticos
e mesmo que sejam eficientes, sua utilizacdo de maneira continua faz com que esses patdégenos
de solo venham a se tornar resistentes ao seu uso, bem como propiciar o surgimento de
patogenos secundarios (PIRES et al. 2003). O Trichoderma vem sendo considerado um fungo
singular do ponto de vista de seu potencial de aplicabilidade na produco sustentavel, visto que
a principal caracteristica das espécies é que sdo dotadas de grande oportunismo, apresentando

alta capacidade de colonizar a rizosfera das plantas e muitos substratos com diferentes
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caracteristicas, em ambientes bastante distintos. Muito além do biocontrole de doencas de
plantas, o Trichoderma também tem demonstrado seu potencial como promotor de crescimento
em diversas culturas e um indutor de defesas das plantas (SOUZA; BRITO; REGO, 2021).

Diante disso, ¢ de suma importancia, a procura de ACBs eficazes contra o crescimento
desses patdgenos agricolas, visto que o combate desses tem se tornado mais dificil devido a
resisténcia adquirida aos agroquimicos, além de estarem associados a busca por inovagdes na
biotecnologia, melhorias no cultivo e qualidade do produto final (sem o uso de agroquimico ou
com um volume reduzido). Com a finalidade de aproximar a forma de producdo convencional
da sustentabilidade, muitas acGes de pesquisa Sd0 necessédrias para o entendimento dos
mecanismos de acdo envolvidos nas interagdes entre os agentes de biocontrole, os patdgenos,
as plantas e o ambiente (DOLINSKI, 2022).

A necessidade de cultivos de maior qualidade e baixa nocividade, tanto a saide humana
qguanto ao meio ambiente, sdo fundamentais. Portanto, a procura de novos ACBs, como 0s
fungos do género Trichoderma, contribui diretamente na construcdo de um cenario mais
sustentavel, partindo da ideia de que esses fungos sdo antagonistas dos principais fitopatégenos
de grande impacto agroeconémico e aumentam a produtividade das culturas em que sao

aplicados, além de existir um grande mercado para esse ser comercializado.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia de fungos do género Trichoderma isolados do Cerrado do Tocantins
contra os fitopatdgeno Fusarium solani, utilizando dois isolados ALL-42 e TR-356 como

controle para comparacéo da eficiéncia dos novos isolados.
2.2. Objetivos especificos

e Realizar acoleta, isolamento e microcultivo de organismos provenientes de solo,
folhas de arvores e serapilheira em area do Cerrado tocantinense, para
visualizacdo de estruturas como conidios, clamidosporos e fialides,
caracteristicas especificas do género Trichoderma;

e Avaliar a atividade das enzimas N-acetil-glicosaminidase (NAGase), B-1,3-
glicanase e quitinase, dos isolados Trichoderma em presenca de F. solani;

e Comparar o potencial de inibicdo de crescimento micelial dos isolados de
Trichoderma contra o fungo F. solani, por meio da producdo de metabolitos
volateis e metabolitos ndo volateis;

e Avaliar da capacidade antagbnica de isolados de Trichoderma contra o
fitopatdgeno F. solani, através do teste de pareamento;

e Aplicar/efetuar o treinamento em técnicas de enzimologia e bioquimica de

microrganismos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados utilizados

Foram utilizados o fitopatdégeno Fusarium solani e os antagonistas Trichoderma
harzianum ALL-42 e Trichoderma asperelloides TR-356 cedidos pelo laboratério de
Enzimologia — UFG (Goiania -GO), sendo que os isolados ALL-42 e TR-356 foram utilizados
como controle para comparacdo da eficiéncia dos dois novos isolados Trichoderma spp.1 e
Trichoderma spp.2 ambos obtidos através de coleta e isolamento no Cerrado tocantinense

descrita a sequir.

3.2 Coleta e Isolamento de Trichoderma spp.

As amostras de solo para o isolamento do Trichoderma spp. foram coletadas na fazenda
de cultivo de acai - Natyré Agricola, localizada a 20km da cidade de Lagoa da Confusdo — TO
(Latitude: -10.792104524669709, Longitude: -49.7834063455589). Essas amostras de solo
foram coletadas com auxilio de uma pé nos seguintes pontos: solo, rizosfera e raiz, onde todas
as amostras foram constituidas de seis sub-amostras para os trés pontos de coleta, em seguida
foram homogeneizadas, sendo que 0s pontos do solo e rizosfera foram ainda peneiradas com
auxilio de uma peneira de malha 2 mm. Apoés a coleta o solo foi acondicionado em sacos
plasticos zipados sendo dispostos em caixa térmica sob temperatura de 4°C visando manter a
viabilidade das amostras e posteriormente levados ao laboratério de Microbiologia — UFT/Porto
Nacional - TO para a realizacdo do isolamento de Trichoderma.

A técnica adotada para obtencdo de colénias de Trichoderma foi a lavagem de solo
proposta por Gams & Bissett, (1998) com modificacbes devido ao rapido crescimento e
colonizacao da matéria organica do género Trichoderma, além de sua consideravel esporulacgéo.
Para isso, 10g de solo foram transferidos para um Becker com capacidade de 200 ml contendo
60 ml de 4gua destilada e submetida ao agitador magnético durante 5 minutos. Foram realizadas
diluicdes seriadas de forma asséptica em capela de fluxo laminar, onde foi retirada de 0,1 ml da
amostra original para 0,9 ml de agua autoclavada, agitando-as a cada transferéncia. Apos as
diluicBes, 0,1 ml das suspensdes 101, 102e 10 foram distribuidas e espalhadas nas placas de
Petri, contento meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) com adicéo de 0,1 % de Triton X-
100 e Ceftriaxona 200 ppm. As placas foram levadas para a estufa a 28 °C durante cinco dias,
sendo que as coldnias caracteristicas do género Trichoderma foram transferidas para novas
placas de Petri contendo meio de cultura BDA para posterior identificagdo baseada em métodos

de microcultura e moleculares.
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3.3 Teste de avaliacédo do efeito de metabdlitos volateis na inibicdo do crescimento de F.
solani

O teste consistiu em posicionar fundos de placas de Petri umas sobre as outras, apds ter
vertido meio BDA solidificado em cada uma delas. Na extremidade inferior da placa, foram
posicionados os isolados de Trichoderma, de forma individual, e na superior, foi posicionado o
patégeno Fusarium solani, ambos em disco de agar (10 mm) contendo micélio, mantidos em
temperatura de 25°C, utilizando-se do crescimento do controle como referéncia (BHARAT et
al. 1980). Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de T (o =

0, 05), no programa estatistico Sisvar®.

3.4 Teste de avaliacdo do efeito de metabolitos ndo volateis na inibicdo do crescimento de
F. solani

Para a produgdo dos metabolitos ndo volateis foi utilizado o método descrito por
Miranda (2020), onde foram utilizados frascos de Erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de
meio BDA (liquido), micélio macerado de F. solani (0,5 %), acrescido de 0,25 g/L de glicose
e 107 esporos dos isolados de Trichoderma. O controle foi realizado contendo apenas glicose
como fonte de carbono. Os frascos de Erlenmeyers foram incubados por 120 h, 150 rpm a 28
°C, sendo gue o sobrenadante de cada frasco foi coletado e utilizado como fonte de metabélitos
ndo volateis. Aliquotas de 10 ml de sobrenadante foram submetidos a filtracdo e adicionados a
60 ml de meio BDA (liquido), acrescido de 2,0 g/L de glicose e 2,0 g/L de agar previamente
autoclavado (20 minutos, 121 °C e 1 atm) e vertidos em placas de Petri. Ap6s a solidificacao
dos meios, um disco de 5 mm de didametro obtido de colbnias ativas do fitopatogeno foi
transferido para o centro de cada placa de Petri contendo o meio BDA solidificado contendo as
aliquotas. As placas de Petri foram incubadas a 27 °C por 7 dias. Os dados foram submetidos a

analise de variancia e comparadas pelo teste de T (o = 0, 05), no programa estatistico Sisvar®.

3.5 Teste de Avaliacédo do antagonismo de Trichoderma contra F. solani

Foram avaliados os isolados de Trichoderma contra o fitopatdgeno Fusarium solani.
Discos de agar (10 mm de didmetro) contendo micélio do fitopatdgeno e dos isolados de
Trichoderma de coldnias de trés dias de cultivo foram depositados em extremidades opostas (1
cm da borda) das placas de Petri contendo meio BDA solidificado. A inoculacéo foi realizada

em intervalos de tempos diferentes, sendo baseadas na velocidade de crescimento micelial dos
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isolados de Trichoderma quanto ao do patdgeno, sendo que os isolados de Trichoderma foram
adicionados ap0s o fitopatdgeno atingir 1/3 da placa de Petri. Apds a inoculagdo dos isolados,
as placas foram armazenadas em temperatura de 25 °C, conforme descrito por Mello et al.
(2007). Para realizar o controle foram feitas placas contendo apenas o fitopatdgeno, sendo todo
o teste realizado em triplicatas. Os dados coletados foram analisados segundo a escala de notas

proposta por Bell et al. (1982).

3.6 Inducéo enzimatica de isolados de Trichoderma com micélio macerado de F. solani
Inicialmente, foram realizadas inducdes de crescimento micelial do fitopatdgeno, em
fracos de Erlenmeyer de 500 ml contendo 300 mL de meio MYG [Extrato de malte 0,5 %,
extrato de levedura 0,25 %, glicose 1,0 %] em temperatura de 24 °C, no Shaker a 180 rpm por
6 dias (Figura 4A) sendo que os micélios obtidos foram lavados e filtrados em uma bomba a
vacuo (Figura 4B) e secados em estufa a 65 °C overnight (Figura 4C). Os micélios foram
macerados com auxilio de um almofariz e um pistilo e armazenados a -20 °C (Figura 4D).

Figura 4. Etapas da inducao de crescimento micelial do fitopatdgeno. A) Frascos de
Erlenmeyer contendo meio MY G no shaker a 180 rpm por 6 dias. B) Filtracdo dos micélios
em bomba a vacuo. C) Micélios secando na estufa a 65 °C overnight. D) Micélios macerados
com um almofariz e pistilo e armazenados no freezer a -20 °C.

A . . —

Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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Para producéo de enzimas foi utilizado o meio TLE [Bactopeptona 1,0 g/l, Ureia 0,3 g/I,
KH2PO4 1,4 g/l, (NH4)2.SO4 1,4 g/l, MgSO4 0,3 g/l, CaClz 0,2 g/l, glicose 0,5 g/l, solugéo
elementos tracos 1 ml/L e 0,5 % de micélio macerado do fitopatdgeno]. A solugdo 107 de
esporos de isolados de Trichoderma foi obtida a partir da raspagem de placas dos isolados
utilizando solucdo salina, apos a raspagem foi realizada a contagem dos esporos utilizando a
camara de New Bawer e quantificados através da formula do nimero de esporos por ml (Figura
5A) foram transferidos para frascos de Erlenmeyers de 125 ml, contendo 20 mL de meio TLE.
Esses frascos foram incubados em um Shaker a 120 rpm em temperatura de 28 °C por 48 h
(Figura 5B). Apds esse periodo o meio de cultura foi coletado por filtracdo a vacuo (Figura 5C)
e 0 sobrenadante obtido foi armazenado a -20 °C, sendo utilizado como fonte de enzimas
(Figura 5D).

Figura 5. Etapas para producédo de enzimas de isolados de Trichoderma contendo micélio
macerado de F. solani. A) Frascos contendo solucgdo de 107 esporos de isolados de
Trichoderma. B) Erlenmeyers com meio TLE e 107 esporos dos isolados a 120 rpm, por 48 h,
a 28 °C. C) Filtracdo a vacuo do meio para obtencéo do sobrenadante. D) Tubos Falcon

contendo o sobrenadante obtido apos a filtracdo a vacuo para utilizagdo como fonte de
enzimas.
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Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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3.7 Avaliagdo da Atividade Enzimética de Trichoderma contra micélio macerado de F.

solani

3.7.1 NAGase

Esse procedimento foi realizado utilizando-se de 50 pl da amostra, 100 pl de solugéo
pnp-derivado 5 mM e 350 pl de solugdo tampéo de acetato de sédio 50 mM pH 6,0. Apds um
repouso de 15 minutos em banho-maria a 37 °C, foi acrescido a preparacdo 1000 pul de NaOH
0,1 M, para realizacdo da leitura do montante de p-nitrofenol em um espectrofotdmetro a 405
nm, seguindo o que foi realizado no trabalho de Lopes et al. (2012). Uma unidade enzimética
(V) foi estabelecida como quantia basica para gerar 1 umol de p-nitrofenol por minuto. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e comparadas pelo teste de T, a 5 % de

probabilidade, no programa estatistico Sisvar®.

3.7.2 Quitinase

Para a dosagem de quitinase foi realizada a metodologia descrita por Ulhoa & Peberdy
(1992), onde foram utilizados 50 pl da amostra, 150 pl de quitina coloidal levados ao banho-
maria por 2 horas a 37 °C. Logo ap6s foram adicionados 1000 ul de acido 3,5-dinitrossalicilico
(ADNS). Toda a solucdo foi fervida por 5 minutos & 95 °C e levada para leitura no
espectrofotébmetro a 540 nm. Uma unidade enzimatica (U) foi estabelecida como quantia basica
para gerar 1 umol de acglcar redutor por minuto. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e comparadas pelo teste de T, a 5 % de probabilidade, no programa estatistico
Sisvar®.

3.7.3 p-1-3-glicanase

A dosagem foi realizada a partir do que foi realizado no trabalho de Lopes et al. (2012)
no qual foram acrescidos 50 pl da amostra a 100 pul de laminarina 0,25% em solugédo tampéo
de acetato de sodio 50 mM pH 5,0, que serdo aquecidos a 40 °C por 30 minutos em banho-
maria, em seguida sera incluido 1000 ul de é&cido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS). Essa
combinacdo sera fervida por 5 minutos e analisada com o auxilio de um espectrofotdmetro a
540 nm. Uma unidade enzimatica (U) foi estabelecida como quantia basica para gerar 1 pmol
de acucar redutor por minuto. Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparadas

pelo teste de T, a 5 % de probabilidade, no programa estatistico Sisvar®.
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3.8 Dosagem de Proteinas Totais

Para realizar a verificagdo da concentracdo de proteinas foi adotada a técnica
apresentada por BRADFORD (1976), utilizando-se albumina de soro bovino como padréo.
Esse teste foi realizado com o auxilio de um espectrofotdmetro a 595 nm, que fez a leitura da
solucdo composta por 100 pl do sobrenadante para 1 ml do reagente de BRADFORD, apos ter

permanecido em repouso por 15 min em temperatura ambiente.



33

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Manutencéo dos isolados

A manutencdo dos isolados dos fungos (Figura 6) T. harzianum ALL-42 (Figura 1A),
T. asperelloides TR-356 (Figura 1B), Trichoderma spp.1 (Figura 1C), Trichoderma spp.2
(Figura 1D) e do fitopatogeno, F. solani (Figura 1E), foram realizadas por meio de repiques
quinzenais, para manutencdo da viabilidade das cepas.

Figura 6. Fungos crescidos em meio de cultura BDA. A) T. harzianum ALL-42. B) T.
asperelloides TR-356. C) Trichoderma spp.1. D) Trichoderma spp.2. E) Fusarium solani.

Fonte: Santos, K. C. R (2022).

4.2 Avaliacéo do efeito de metabdlitos volateis na inibicdo do crescimento de F. solani

Os fungos do género Trichoderma spp. sdo colonizadores altamente bem-sucedidos de
seus habitats, o que se reflete tanto na utilizagdo eficiente do substrato disponivel quanto na
capacidade de secrecdo de metabdlitos e enzimas de antibidticos (SCHUSTER & SCHMOLL,
2010). Seus mecanismos de defesa compreendem tanto armas enzimaticas quanto quimicas,
gue tornam os isolados do género Trichoderma micoparasitas eficientes, antagonistas e agentes
de biocontrole, caracteristicas que podem ser exploradas usando o organismo ou 0s metabolitos
por eles secretados (ex. fungicidas bioldgicos para combater doencas de plantas causadas por
fungos patogénicos) (SPIEGEL & CHET, 1998; VINALE et al. 2006; NAVAZIO et al. 2007;
VINALE et al. 2009).
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Para andlise do potencial inibitério do crescimento do fitopatdgeno por meio dos
isolados de Trichoderma foi realizado o teste de avaliagdo de efeitos de metabolitos volateis,
em triplicatas (Figura 7). Apos a leitura do teste observou-se que ndo houve inibicdo por meio

de metabdlitos ndo volateis como exposto na (Tabela 1).

Figura 7. Avaliagéo da inibic&o do crescimento de F. solani por isolados de Trichoderma por
meio de metabdlitos volateis em placas contendo meio BDA. A) Placa controle contendo
somente com F. solani. B) Placa contendo isolado ALL-42 e F. solani. C) Placa contendo
isolado TR-356 e F. solani. D) Placa contendo isolado Trichoderma spp.1 e F. solani. E)

Placa contendo isolado Trichoderma spp.2 e F. solani.

Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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Tabela 1 - Comparacdo do efeito inibitério de metabdlitos volateis de isolados de Trichoderma sobre o
fitopatégeno F. solani. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido do teste T (0,05) no programa

estatistico Sisvar®.

Diametro de crescimento de F.  Diametro do crescimento de F. solani

Isolados de Trichoderma solani contendo meio BDA contendo meio BDA acrescido de
acrescido de controle (cm) metabdlitos volateis (cm)
Trichoderma harzianum ALL-42 5,0+£0,00 a 44+0115a
Trichoderma asperelloides TR-356 5,0+0,00a 45+0,152 a
Trichoderma sppl 5,0+£0,00a 46+0115a
Trichoderma spp2 5,0+£0,00a 44+0251a

Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente. Fonte: Santos, K. C. R (2022).

A importancia de antibiéticos no biocontrole por espécies de Trichoderma foi observada
em alguns estudos, mostrando que ha um sinergismo de antibidticos e enzimas hidroliticas, o
que contribui significativamente para o antagonismo de T. harzianum, como também de outras
espécies de Trichoderma contra diversos fitopatogenos (SCHIMBOCK; LORITO; WANG,
1994). Entre os efeitos provocados pelos antibioticos podem ser observadas, a reducdo ou
paralisacdo do crescimento e esporulacdo, reducdo na germinacdo de esporos, além de
distorcdes na hifa e enddlise. Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario de seus
produtores, e podem ser mais importantes na inibicdo de outros organismos do que a
competicdo por nutrientes (BOMFIM et al. 2010).

Mata (2005) realizou um estudo semelhante no qual observou que nao houve nenhum
isolado de Trichoderma capaz de inibir 100% do crescimento das coldnias de F. solani. Esses
antibidticos volateis atuam sobre fungos suscetiveis através da inibicdo do crescimento
micelial, no entanto, nem todos os isolados que possuem capacidade de produzirem substancias
ndo volateis, produzem substancias volateis (DILDEY et al. 2014). No trabalho de Hoffmann
et al. (2015) todos os isolados de Trichoderma sp. testados pelo método de metabdlitos volateis
diminuiram significativamente o crescimento micelial do patogeno, reforgando que a utilizagéo
de isolados de Trichoderma contra o género Fusarium sp. pode ser efetivo na inibigcdo

dependendo da espécie utilizada.
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4.3 Teste de avaliagdo do efeito de metabdlitos ndo voléateis na inibigdo do crescimento de
F. solani
Para analise do potencial inibitorio do crescimento do fitopatdgeno por meio dos
isolados de Trichoderma foi realizado o teste de avaliacdo de efeitos de metabdlitos nédo
volateis, em triplicatas, Figura 8. Apoés a leitura do teste, observou-se que ndo houve inibigéo

por meio de metabolitos ndo volateis (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparagdo do efeito inibitério de metabolitos ndo volateis de isolados de Trichoderma sobre o
fitopatégeno F. solani. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido do teste T (0,05) no programa

estatistico Sisvar®.

Diametro de crescimento de F.  Diametro do crescimento de F. solani

Isolados de Trichoderma solani contendo meio BDA contendo meio BDA acrescido de
acrescido de Controle (cm) metabdlitos ndo volateis (cm)
Trichoderma harzianum ALL-42 9,0x0,401a 8,8+0,217a
Trichoderma asperelloides TR-356 9,1+0,337 a 8,5+0,132a
Trichoderma spp.1 8,3+0,137 a 8,4+0,051a
Trichoderma spp.2 8,3+0,259 a 8,3+0,142 a

Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente. Fonte: Santos, K. C. R (2022).

Figura 8. Avaliacdo da inibicdo do crescimento de F. solani por isolados de Trichoderma por
meio de metabdlitos ndo volateis em placas contendo meio BDA. A) Placa controle somente
F. solani (A1), Placa com F. solani e isolado ALL-42 (A2). B) Placa controle somente F.
solani (B1), Placa com F. solani e isolado TR-356 (B2). C) Placa controle somente F. solani
(C1), Placa com F. solani e isolado Trichoderma spp.1 (C2). D) Placa controle somente F.
solani (D1), Placa com F. solani e isolado Trichoderma spp.2 (D2).

Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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Dennis & Webster (1971) demonstraram que isolados deste género foram capazes de
produzir metabdlitos volateis e ndo volateis, com efeito inibitdrio sobre o crescimento de varios
fungos. Entre os metabdlitos volateis, ha gases como: etileno e cianeto de hidrogénio,
acetaldeido, acetona, etanol e didxido de carbono, que afetam o crescimento microbiano
(TAMIMI & HUTCHINSON, 1975). Esses gases sdo ativos a baixas concentragdes, mas ndo
séo considerados como antibioticos.

A acdo micoparasita de Trichoderma € bem relatada em funcao da interacdo da hifa de
espécies de Trichoderma sob a hifa de patégenos, sendo efetiva quando ocorre liberagdo de
enzimas hidroliticas capazes de realizar a degradagéo da parede da hifa hospedeira. Desse modo
hd uma acdo conjunta para que 0s eventos de antagonismo (mostrados em placa) e o
micoparasitismo (liberacdo de enzimas hidroliticas) apresentem condic6es suficientes para as
espécies de Trichoderma serem classificadas antagonistas efetivos sobre diversos fitopatdgenos
(HARMAN et al. 2004; BENITEZ et al. 2004; REMUSKA; DALLA PRIA, 2007).

E de suma importancia reconhecer os mecanismos de ag&o desses isolados, bem como,
selecionar os que serdo capazes ou ndo de atuar por mais de um mecanismo, uma vez gue isso
Ihe confere uma vantagem como agente de biocontrole no ambiente, sempre levando em
consideracdo que a producdo desses metabdlitos toxicos com efeito fungicida vai ocorrer de
maneira associada a outros mecanismos (BOTELHO et al. 2013).

4.4 Avaliacéo do antagonismo de isolados de Trichoderma contra F. solani

O uso de microrganismos antagonistas como ACB tem demonstrado uma importancia
consideravel para com reducdo nos danos ao meio ambiente e a saude humana. Conforme
estudos realizados por Monteiro et al. (2010) a espécie T. harzianum foi utilizada para
demonstrar essa capacidade antagbnica contra varios fitopatdgenos incluindo R. solani,
Fusarium sp. sendo que Fusarium foi 0 que mais sofreu com a inibigcdo. O teste de culturas
pareadas in vitro € um método Util e confidvel para identificar o potencial de biocontrole de
Trichoderma sp. que dependem do tipo de alvo fangico e da composicdo do meio de cultura
utilizado (HERMOSA et al. 2000).

Para analise do potencial antagonico dos isolados de Trichoderma frente ao fitopatogeno
Fusarium solani foi realizado o teste de pareamento (Figura 9 e 10) em triplicata, utilizando-se
4 isolados de Trichoderma. Utilizando-se da escala proposta por BELL et al. (1982), onde
guanto mais proximo de 1 mais eficiente sera o isolado. O isolado ALL-42 (Figura 9A) recebeu
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nota 1, enquanto o isolado TR-356 (Figura 9B) recebeu nota 2. Ambos isolados Trichoderma
spp.1 (Figura 9C) e Trichoderma spp.2 (Figura 9D) receberam nota 3 para inibicdo do

crescimento do fitopatégeno.

Figura 9. Teste de culturas pareadas utilizando isolados de Trichoderma e o fitopatdgeno

Fusarium solani, em meio BDA. A) Placa contendo isolado ALL-42 e F. solani. B) Placa

contendo isolado TR-356 e F. solani. C) Placa contendo isolado Trichoderma spp.1e F.
solani. D) Placa contendo isolado Trichoderma spp.2 e F. solani.

Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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Figura 10. Avaliacdo do teste de culturas pareadas de isolados de Trichoderma contra o
fitopatdgeno F. solani. Seguindo a escala de notas de Bell et al. (1982). Valores seguidos por
letras diferentes, na barra, se diferem estatisticamente.

Escala de notas de Bell et al., (1982)
=]

Fonte: Santos, K. C. R (2022).

Todos os isolados demonstraram capacidade de controlar o crescimento do patdgeno,
sendo que, o isolado ALL-42 foi considerado o mais eficiente no método utilizado mostrando
consisténcia em competicao por espaco e nutrientes além de chegar a esporular sobre a col6nia
do fitopatégeno. Em segundo veio o isolado TR-356 que também se demonstrou eficiente na
inibicdo, ja os isolados Trichoderma spp.l e Trichoderma spp.2 apresentaram notas
intermedidrias no teste, no entanto demonstram capacidade de deter o fitopatogeno.

Carvalho et al. (2014) relata que quando o espaco e nutrientes sdo limitados esse seria
0 momento propicio para acdo antagonista desses fungos, visto que eles possuem rapido
desenvolvimento, além de possuirem diversos mecanismos ocorrendo em conjunto. Monteiro
et al. (2010) observou que durante a interacdo micoparasitica de T. harzianum ALL-42 com
Fusarium sp. ndo houve o enrolamento nas hifas do hospedeiro, apenas um contato, no entanto
apesar do ndo enrolamento o isolado T. harzianum ALL-42 foi capaz de colonizar as hifas de
Fusarium sp. indicando sua eficacia no processo de micoparasitismo para esse género.

Estudo recente mostrou que o genoma de T. harzianum contém diversos genes
responsaveis por liberar metabolitos secundarios e enzimas, alguns desses pertencentes ao
grupo das glicanases, com potencial de degradar glicana na parede dos fungos, além de ser
identificado um gene endo a — 1, 3 — glicanase em T. harzianum que aumenta a resisténcia
contra ataques fangicos (KUMAR et al. 2019).



40

4.5 Avaliacdo das atividades enzimdticas dos isolados de Trichoderma contra o

fitopatdgeno F. solani

De acordo com Lorito et al. (1994), a quitina ¢ o B-1,3-glicana sdo 0s principais
componentes estruturais da maioria das paredes celulares dos fungos. Esse complexo grupo de
enzimas extracelulares tem sido relatado como um fator chave na lise da parede celular do
patégeno durante o micoparasitismo (VERMA et al. 2007), o que tem reforcado estudos que
demonstram que as enzimas liticas produzidas por espécies de Trichoderma, principalmente
quitinases, glicanases e proteases, degradam a parede celular do hospedeiro, desempenhando
um papel importante papel na destruicao de patdgenos de plantas (HARAN et al. 1996).

4.8.1 NAGase

As atividades especificas de NAGase por isolados de Trichoderma na presenca do
micélio de F. solani estdo apresentados na Figura 11. As maiores atividades especificas de
NAGase foram observadas nas indugdes com o isolado T. harzianum ALL-42 na presenca de
F. solani, seguido da inducdo de T. asperelloides TR-356 na presenca F. solani. Ja os isolados
Trichoderma spp.1 e Trichoderma spp.2 demonstraram atividades baixas para essa enzima
comparados aos outros isolados (Figura 11).

Figura 11. Atividades especificas de NAGase (U/mg) de isolados Trichoderma na presenca de
micélio macerado do fitopatégeno F. solani. Valores seguidos por letras diferentes, na barra,
se diferem estatisticamente.
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Fonte: Santos, K. C. R (2022).
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De acordo com o trabalho de Qualhato (2013) os micélios de F. solani se apresentaram
como bons indutores para a producdo de NAGase. Nesse trabalho encontramos um resultado
que se assemelha encontrado no trabalho de Qualhato, o que reforca que quando sao utilizados
isolados de Trichoderma algumas atividades enzimaticas produzidas tendem a ser mais altas

dependendo do isolado e do patégeno utilizado no teste.

Zin & Badaluddin (2020) demonstram que a espécie T. harzianum tem demonstrado sua
eficacia na inducdo de enzimas, sendo vista como fator chave na lise da parede de fungos
patdgenos, essa espécie € amplamente distribuida, além de ser facilmente encontrada nos mais
diversos substratos, devido a essa popularidade tem sido muito utilizada em praticas agricolas
onde sdo aplicados os fungos do género Trichoderma spp. para que haja o controle de doencas

de plantas de forma natural.

4.8.2 Quitinase

Enzimas estdo amplamente distribuidas na natureza e foram detectadas em bactérias e
fungos (CABIB, 1987). Nos ultimos anos, varios pesquisadores sugeriram que fungos
produtores de quitinase, por exemplo, espécies de Trichoderma, podem ser eficazes como
agentes de controle bioldgico contra patdgenos fungicos (TOKIMOTO, 1982; CHET, 1987).
O principal mecanismo envolvido no antagonismo de Trichoderma spp. e fungos patogénicos
parecem ser a liberacdo de enzimas liticas, incluindo quitinases (ULHOA; PEBERDY, 1991).

Apos a avaliacdo da atividade especifica de quitinase de isolados de Trichoderma na
presenca do micélio de F. solani, notou-se que no geral, ambos os isolados de Trichoderma

apresentaram atividades especificas para a enzima, como representado na Figura 12.
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Figura 12. Atividades especificas de Quitinase (U/mg) de isolados Trichoderma na presenca
de micélio macerado do fitopatdgeno F. solani. Valores seguidos por letras diferentes, na
barra, se diferem estatisticamente.
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Fonte: Santos, K. C. R (2022).

A maior atividade especifica observada foi obtida pelo isolado T. asperelloides TR-356
na presenca de F. solani, seguido do isolado T. harzianum ALL-42 sendo que 0s novos isolados
Trichoderma spp.1 e Trichoderma spp.2 apresentaram atividades mais baixas.

Merivuori et al. (1985) relatam que ndo se sabe se inducdo da quitinase em T. harzianum
apresenta 0 mesmo mecanismo indutor-repressor produzidas por outras cepas de Trichoderma,
0 que explicaria o fato de a maioria dos isolados apresentados nesse trabalho terem apresentado

resultados diferentes.

4.8.3 f-1,3-Glicanase

Evidéncias consideraveis sugerem que as B-1,3-glicanases fungicas desempenham
importantes papéis nutricionais em fungos saprébios e micoparasitarios, onde representam
armas ofensivas bioquimicas primarias para a degradacdo da parede celular de fungos
parasitados (STONE & CLARKE, 1992; DE LA CRUZ et al. 1995; PITSON et al. 1993;
AMEY et al. 2003).

O crescimento e extensdo da parede celular representa um delicado equilibrio entre a

hidrolise da parede celular existente e a sintese da nova parede. Como as S-glucanas séo 0s
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principais componentes das paredes celulares dos fungos, parece provavel que desempenhem
um papel crucial nesse processo sem interromper sua integridade geral (ADAMS, 2004).

Para a atividade dessa enzima, todos os isolados se mostraram competentes, na presenca
do micélio macerados do fitopatdgeno (Figura 13).

Figura 13. Atividades especificas de p-1,3-Glicanase (U/mg) de isolados Trichoderma na
presenca de micélio macerado do fitopatdgeno F. solani. Valores seguidos por letras
diferentes, na barra, se diferem estatisticamente.
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ha

Fusarium solani

Fonte: Santos, K. C. R (2022).

As maiores atividades especificas encontradas para a enzima foram na inducéo de T.
asperelloides TR-356 em presenca de F. solani, T. harzianum ALL-42 em presenca de F.
solani, seguido de Trichoderma spp.2 em presenca de F. solani.

Lopes (2012), observou em seu trabalho que a maior atividade especifica de B-1,3-
glicanase foi encontrada na inducdo de T. asperellum 40T/03 em presenca de F. solani, seguido
da inducdo de T. harzianum 100T/01 em presenca de F. solani, resultados semelhantes aos
encontrados nesse trabalho para 0 mesmo patogeno.

Monteiro (2008) observou uma atividade especifica alta para parede celular tratada de
F. solani para o isolado T. harzianum ALL-42 em seu trabalho, resultados similares a este
trabalho. A atividade enzimatica alta da p-1,3-glicanase em todos os isolados de Trichoderma
reforca a importancia da mesma no processo de micoparasitismo visto que a enzima se

apresenta como uma arma bioquimica ofensiva na degradacdo da parede de fungos (KUBICEK

et al. 2001).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de nenhum dos isolados conseguirem inibir o crescimento dos fitopatdgenos por
meio de metabolitos volateis e ndo volateis, isso ndo exclui a possibilidade de que sejam melhor
explorados. O isolado T. harzianum ALL-42 foi considerado o mais eficiente no método de
culturas pareadas mostrando consisténcia em competi¢do por espaco e nutrientes. Os isolados
T. harzianum ALL-42 e T. asperelloides TR-356 apresentaram as maiores atividades na
presenca do micélio macerado do fitopatogeno F. solani. Os isolados Trichoderma spp.1 e
Trichoderma spp.2 foram 0s que apresentaram 0s menores resultados na maioria dos testes
quando utilizado o patégeno Fusarium solani, no entanto, ndo exclui suas possiveis
potencialidades, como promotores do crescimento de plantas e competi¢cdo, bem como, ser
utilizado em testes contra outros fitopatdgenos. Os isolados ALL-42 e TR-356 reforcam sua
utilidade como agentes de controle bioldgico a serem aplicados em campo contra patégenos

agricolas, producao enzimatica e uso biotecnoldgico.
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Trichoderma: biological control efficiency and perspectives for
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Trichoderma: efici#ncia no controle biolégico e perspectivas para os estados do
Centro-Oeste brasileiro e Tocantins
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Abstract

Brazil is one of the world leaders in the agribusiness sector tending to directly influence a growing dependence
on impaorted inputs, specifically synthetic agrachemicals, At the stabe level, in 2013, Tocantins stood out in first
place in the ranking of agrochemical consumers, however, these produds can cause several problems, such as
paisoning to humans, envirenmental contarmina tion, and increased resistance to phytopathogens, Biological comtrol
is an alternative to the use of agrochemicals towards eliminating pests naturally by using living organisms called
Biological Control Agents (BICA ) Currently, fungi of the Trichoder ma gerus are some of the most used organisms in
biological pest contral for thedr relevant characteri stics that favor them in terms of survival in the emvironment, such
as high capacity to adapt to ecological conditions, potential to colonize the rhizosphere of plants, mycoparasitism,
production of volatile and non-volatile metabolites, In addition, it works on plant growth and productivity, In
general, the use of Trichoderma favors the control of soil pathogens, such as Rhizoctonta, Pythium, Sclerotinie, and
nematodes, Thus, this review aims to demonstrate the importance of using Trichoderma in biological control, as
well as to present an overviews and perspectives of research developed by respondents in the Brazilian Midwest
region and Tocantins state,

Keywords: Trichoderma, biocontrol, growth promotion, research overview,

Resumo

0 Brasil um dos lideres mundiais no setordo agronegdcio e essa lideranca tende a impactar diretamente numa
dependéncia crescente de insumos importados, especificamente, agroquimicos sintéticos, A nivel de estado,
em 2013, o Tocantins se destacava em primeiro lugar no ranking de consumidores de agroquimicos, contudo,
esses produtos podem causar diversos problemas, como intoxicago ao homem, contaminagio do ambiente e
aumento da resisténcia de fitopatdgenos, Um mé&todo alternative aouso de agroquimicos & o controle biolégico,
o qual busca a eliminagio de pragas de forma natural, utilizando-se de organismos vivos chamados de Agentes
de Controle Bioldgico (ACE). Atualmente, entre os organismos mais usades no controle bioldgico de pragas
estio os fungos do género Tricheoderma, isto, por pessuir algumas caracteristicas relevantes que os favorecem
em termos de sobrevivéncia no ambiente, tais como; a alta capacidade de adaptacio ds condiglies ecoligicas,
potencial em colonizar a rizosfera das plantas, micoparasitismo, produgdo de metabélitos woliteis e ndovaoliteis,
Além disso, atua no crescimento e produtividade das plantas, Ceralmente, o uso de Trichoderma favorece o
controle de patdgenos do solo, como; Rizoctonda, Pythium, Sclerotinfa e nematoides, Assim, a presente revisio
wvisa demostrar a importincia da urilizac8o do Trichoederma no controle bioldgico, assim como apresentar um
panorama & perspectivas das pesquisas deservolvidas por pesquisados da regido Centro-Oeste brasileiro e no
estado do Tocantins,

Pal avras-chave: Trichoderma, biocontrole, promog8o de crescimento, panorama das pesquisas,
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ANEXO B — Certificado de projeto de iniciacdo cientifica com bolsa, realizado nos anos de
2020/2021.
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CERTIFICADO

Certificamos para os devidos fins que o (a) académico (a) KARITA CRISTINE RODRIGUES DOS SANTOS foi orientado (a) pelo
(a) professor (a) FABYANO ALVARES CARDOSO LOPES no Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica -
PIBIC/UFT. com carga horaria semanal de 20 horas, no periodo de 01 setembro de 2020 a 31 de agosto de 2021, no seguinte
projeto: USO DE ISOLADOS DO FUNGO DO GENERO TRICHODERMA SPP. DO CERRADO DO TOCANTINS CONTRA OS
FITOPATOGENOS RHIZOCTONIA SOLANI FUSARIUM SOLANI E COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES.

Palmas, 09 de janeiro de 2022.
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Prof. Dr. Raphael Sanzio Pimenta

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagao - UFT
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ANEXO C - Projeto de iniciagéo cientifica desenvolvido com bolsa no periodo de 2021/2022
(Renovacéo).

Uso de isolados do fungo do género Trichoderma spp. do Cerrado do Tocantins
contra os fitop atéogenos Rifzoctonia solanie Fusarium solani

Kirita Cristine Rodrigues dosSantos

Fabyano Alvares CardosoLopes

GRANDE AREA DO CONHECIMENT O: Ciéncias Bioldgicas e da Saide;

RESUMO

O fungo do género Trichoderma vem sendo utilizado com sucesso nosultim os anoscomoum eficaz Agente de Controle
Biolégco (ACB) de patdégenosfungcos que atacam culturasde grande interesse econdmico, além de contribuir de forma
direta na diminuigdo douso de insumosimportadoscomo, agrogquimicos sintéticos. O estudo teve com o objetivo avaliar
a eficiéncia de espécies de Trichoderma do Cerrado tocantinense contra osfitopatdgenos R solawi e F. solani. Apds a
realizagdo de testes foi possivel observar que o isolado 7. harziamem ALL-42 foi considerado o mais eficiente no m étodo
de culturaspareadas Aparede celular dofitopatdgeno R solani se destacou com o a maiorindutora da expresséo de genes
relacionados com a codificagdo de enzimas envolvidasno micoparasitismo. Dentre os isolados presentes no trabalho o
Trichoderma sppl e Trichoderma spp2 foram os que apresentaram osmenoresresultados na maioria dostestes, o que
nioexclui a possibilidade de que sejam melhor estudadospara descobrir suaspossiveis potencialidades Os isolados T
harziavuem ALL-42 e T. asperelloides TR-356 se destacaram como potenciais agentes de controle bioldgco a serem
aplicados em campo no controle de pragas agricolas, produgfio enzimdtica e uso biotecnoldgco. Conclui-se que as
espécies de Trichoderma possuem potencial para atuarna inibigdo e que j4 se sabe que contribui também no crescimento
e produtividade de culturas No entanto, novostestes necessitam ser realizados, assim como estudosmais aprofundados
parainvestigagio desse género e de suas contribuigBes para a pesquisa cientifica.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, Fitopatégenos, Trickaderma.
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ANEXO D — Apresentacdo oral em evento cientifico.
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ANEXO E — Apresentacdo em formato de (Banner) em evento cientifico.
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rtificamos que o trabalho intitulado EFEITO INIBITORIO SOBRE O CRESCIMENTO DO
ITOPATOGENO FUSARIUM SOLANI POR MEIO DE METABOLITOS VOLATEIS DE ISOLADOS DO
GENERO TRICHODERMA SPP., de autoria KARITA CRISTINE RODRIGUES DOS SANTOS , KAMILA
LOURRANE CARVALHO DE ALENCAR ROCHA, MARAIZA CASTRO BEZERRA, VANICE CONCEIGAO DO
NASCIMENTO E FABYANO ALVARES CARDOSO LOPES foi apresentado na modalidade BANNER
DIGITAL durante o | Congresso de Engenharia de Biotecnologia, realizado no periodo de 28 de junho a
02 de julho de 2021.

Luis Eduardo Magalhaes, 05 de julho de 2021.
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ANEXO F — Banner apresentado no evento.
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= O agronegécio tem ibuido dis

na crescente utilizagio de
agroquimicos sintéticos no Brasil (EMBRAPA_ 2016).
O fungo Fusarium solani ¢ capaz de infectar diversas culturas de grande

interesse econdmico como por exemplo: soja, mitho, feijio e trizo, em
diferentes estégios de desenvolvimento (MILANEST et al., 2013).
A necessidade de coltivos de maior qualidade e baixa nocividade, tanto

& saide humana, como a0 mein ambiente, gerou Uma Procura Por AOVOS
agentes de controle biclégico.

Fungos do género Trichoderma, vieram a contribuir diretamente na

construgio desse cendrio mais sustentavel e produtivo.

OBJETIVO
+ Avaliar a eficiéncia de isolados T harsiamum ALL42 e T asperellum
TR-356 do fungo do género Tichoderma, conira o ficpatgeno F
solani, utilizando-se do teste de avaliagio de efeito dos metabélitos

voléteis.

METODOLOGIA

* O teste de avaliagio de efeito de metabdlitos voldteis no crescimento do

fitopatégeno consistiu em posicionar fiados de places de Petri umas
sobre as outras (Figura 1), apds ter vertido em cada uma delas, em meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA).

Efeito inibitorio sobre o crescimento do fitopatégeno Fusarium selani por meio de metabdlitos voliteis de
isolados do género Trichoderma spp..

Ksrita Cristine Rodrigues dos Santos, Kamila Lourrane Carvalko de Alencar Rocha, Maraiza Castro Bezema', Vanice Conceigio do Nascimento®, Fabyano Alvares Cardoso Lopes*

“Laboratdrio de Microbiclogia — Universidade Federal do Tocantins — Campus Porto Nacional
karita.cristine@uft.edu.br / flopes@uft.edu.br

contndo meio batas i B Placas canmcle,
contendo somente 7 soland. €) Place inferior comendo isclado ALL-42 2 na suparicr F ol
D) Placa inferior contendo isolado TR-336 e na superior F. solani E) Placas armazenadas parz o
tasta,

Discos do isolado de T harziamn ALL-42 e T aspereilim TR-336 foram
posicionados na parte inferior das placas & na parte superior discos do
patégens F solani, mantidos a 25°C, por 7 dias. utilizando-se do controle
como referéneia para o crescimento.

Anslise de varincia, teste de Tukey (0.05) utilizando o software estatistico
Sisvar®.

+ Apés o periodo de 7 dias do inicio do teste, verificou-se que os isolados de

Trichoderma foram capazes de produzir metabolitos voliteis suficientes,
inibindo assim o crescimento do fitopatégene. (Figura 2 e Tabela 1).

Figura2 o isalados de

contendo meio (BDA) & disco de agar de 7. solni, B) P

ALL-42 e disco de F spicni. C) Placas contendo discos de izar do isolado TR-356 e disco de
solani

F solani. A)

" 1 Cangressa de Engenharia e Bitecnologla
CONEB

solani. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido dos taste de Tukey
(0,05) 20 softwars Sisvar.

Diametro de crescimento

Tratamento do F. solani (cm)
Controle 5,00£0,00 a
ALLA42 408+013 b
TR-356 427022 b

CONCLUSAO

+ O: isolados do fungo Trichoderma apresentaram efeito inibitéria 1o
crescimento do fitopatogeno F solani por metabélitos volateis.

+ Novos testes para avaliar a capacidade de micoparasitismo dos isolados
estudados serdo realizados.

+ O: fungos ALL-42 e TR-356 possuem um grande potencial no mercado de

biocontrole.
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ANEXO G — Apresentacdo oral em evento cientifico.

17”1N|§|AQA0
CIENTIFICA
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comunicacao oral" no evento XVII Seminario de Iniciagao Cientifica da UFT, realizado
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