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RESUMO

Diferentes isolados de Trichoderma (T. stromaticum, T. pseudokoningii, T. harzianum,
e T. viride) e um isolado de T. atroviride, T. longibrachiatum, T. virens e T. pilulliferum
foram estudados para uso no biocontrole de quatro subgrupos genéticos de Moniliophthora
perniciosa, designados como Mpl441, Mpl445, Mpl1893 e Mpl916. A associagdo das
caracteristicas dos isolados de Trichoderma avaliados quanto a velocidade de crescimento
micelial, germinagdo, producdo de esporos e produtividade massal de esporos em arroz, além
das suas capacidades de antibiose e micoparasitismo a cada subgrupo do patdogeno, resultou
na determina¢do do indice denominado Potencial para uso no biocontrole (%PCB) a cada
subgrupo de M. perniciosa. Os %PCBs variaram, demonstrando haver variabilidade genética
entre os isolados do antagonista quanto as caracteristicas avaliadas, como também nos niveis
de resisténcia do patéogeno. T. harzianum 911 apresentou o melhor %PCB para todos os
subgrupos de M. perniciosa, sendo o pior apresentado por T. reesei 1612. Mpl1445 foi o
subgrupo que apresentou a menor capacidade de supressdo aos antagonistas, sendo a maior
apresentada por Mp1916. T. harzianum 906 inibiu o crescimento de Mp1916 por metabolitos
ndo volateis e todos os isolados de Trichoderma avaliados inibiram todos os subgrupos do
patogeno pela agdo de metabdlitos volateis, variando, porém, os percentuais de inibi¢ao entre
as espécies e entre isolados da mesma espécie. Mp1445 inibiu o crescimento de T. virens
2007 por metabolitos ndo volateis, sendo comprovada, portanto, a possibilidade do patégeno
inibir o antagonista. T. harzianum 911 apresentou capacidade de micoparasitismo em placa e
em vassouras infectadas individualmente pelos subgrupos do patogeno, além de produzir as
enzimas f-1,3-glucanase, quitinase, protease, FPase, CMCase e amilase, tanto em substratos
especificos como em cultivos individuais com micélio seco de todos os subgrupos do
patégeno como fonte de carbono. T. virens 2007 apresentou as mesmas capacidades, com
excecdo a Mpl445, T. pseudokoningii 1052 com excegdo a Mpl445, 1893 ¢ 1916 e T.
longibrachiatum 3188 a nenhum subgrupo. Os resultados obtidos demonstram que a
capacidade de Trichoderma spp em micoparasitar o patogeno depende das atividades
sinérgicas das enzimas [-1,3-glucanase e quitinase, sendo a produgdao de B-1,3-glucanase
anterior e maior que a de quitinase, uma vez que apenas os isolados que produziram ambas as
enzimas apresentaram capacidade de micoparasitismo em placa e em vassouras infectadas
pelo patogeno.

Palavras chave: Trichoderma, M. perniciosa, Cacau, Vassoura de Bruxa, Controle
Biologico, Micoparasitismo, Antibiose, Enzimas Hidroliticas.



SUMMARY

Different isolates of Trichoderma (T. stromaticum, T. pseudokoningii, T. harzianum and T.
viride) and one isolate of T. atroviride, T. longibrachiatum, T. virens e T. pilulliferum were
studied for their usage in biocontrol of four genetic subgroups of Moniliophthora perniciosa
named as Mp1441, Mp1445, Mp1893 e Mp1916. The association of the characteristics of the
Trichoderma isolates evaluated regarding to velocity of mycelial growth, germination, spores
production in Petri dish and mass production of spores in rice, besides their capacities of
antibiosis and mycoparasitism to each subgroup of the pathogen, resulted in the determination
of the index named Potential to be used in Biocontrol (%PCB) to each subgroup of M.
perniciosa. The %PCBs varied, pointing out that there is a genetic variability among the
antagonistic isolates regarding to the evaluated characteristics, as well as the levels of the
pathogen resistance. T. harzianum 911 showed the best %PCB for all subgroups of M.
perniciosa, being the worst presented by T. reesei 1612. Mp1445 was the subgroup that
presented the lowest antagonistic suppression capacity, being the highest presented by
Mp1916. T. harzianum 906 inhibited the growth of Mp1916 by non-volatile metabolites and
all the evaluated isolates of Thrichoderma inhibited all the subgroups through volatile
metabolites, varying, although, the percentages of inhibition among the species and among the
isolates of the same species. Mp1445 inhibited the growth of T. virens 2007 by non-volatile
metabolites, being proved, therefore, the possibility of the pathogen to inhibit the antagonist.
T. harzianum 911 presented the mycoparasitism capacity in Petri dishes and in brooms
infected indiviadually by the pathogen, besides the production of -1,3-glucanase, chitinase,
protease, FPase, CMCase and amilase, in both specific substrates and in cultivations with
dried mycelia of the pathogen subgroups as carbon source. T. virens 2007 presented the same
capacities, but to Mpl445, T. pseudokoningii 1052 but Mpl1445, 1893 e 1916 and T.
longibrachiatum 3188 to none of the subgroups. The results obtained depict that the capacity
of Thrichoderma spp to mycoparasite the pathogen depend on the sinergic activities of the
enzymes [-1,3-glucanase and chitinase, being the production of B-1,3-glucanase prior and
higher than chitinase, once the isolates that produced both enzymes presented the capacity on
mycoparaistism in plates and in brooms infected by the pathogen.

Key words: Trichoderma, M. perniciosa, Cocoa, Witch’s broom, Biological Control,
Mycoparasitism, Antibiosis, Hydrolytic Enzymes.
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1. INTRODUGCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L) é uma planta pertencente a familia Malvaceae,
provavelmente originada na Bacia Amazonica e cultivada nas regides tropicais do mundo. O
interesse no cultivo desta espécie esta no aproveitamento de suas sementes (améndoas) para
producdo de manteiga de cacau e chocolate.

A importancia sécio-econdmica do cultivo de cacau € muito grande para o0s paises
produtores, em particular para o Brasil, onde esta cultura marcou época na economia
brasileira, sendo uma das principais fontes geradoras de divisas na década de 70, quando
quase 90% da producdo eram destinadas a exportacdo (BASTOS, 1987). Neste periodo, as
principais regides produtoras se localizavam nos estados da Amazonia e Bahia, sendo este
ultimo responsavel por cerca de 80% da producdo nacional. Mas a partir de 1997, o Brasil
passou a importar o produto, sendo que em 2000 foram importadas 71.000 toneladas de
améndoas de cacau (COMPANHIA DAS DOCAS DO ESTADO DA BAHIA, 2002). Um dos
principais fatores que desencadearam a queda da producdo de cacau foi a introducdo do
patdgeno causador da doenca vassoura de bruxa, causada pelo basidiomiceto Moniliophthora
perniciosa Stahel (Singer) na Bahia.

Moniliophthora perniciosa Stahel (Singer) infecta principalmente frutos novos nas
regides meristematicas das plantas, lancamentos e almofadas florais, ocasionando queda
acentuada na producéo e enfraquecimento geral da planta. Atualmente, a doenca constitui-se

no maior problema fitopatoldgico das regides produtoras de cacau do Continente Americano,
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atingindo, no Brasil, os cacauais da Amazonia (Para, Ronddnia, Amazonas, Mato Grosso e
Acre) e especialmente os do estado da Bahia, a maior regido produtora de cacau do Brasil.

A enfermidade foi detectada no sul da Bahia em 1989 (PEREIRA et al., 1990), restrita
em dois municipios, mas hoje se encontra espalhada em todos os 600.000 ha. de cultivo,
ocasionando queda na producéo de aproximadamente 60%.

A diminuicdo da producdo associada aos baixos precos do produto praticados no
mercado internacional fez com que as divisas geradas com a cultura diminuissem, nestes
ultimos 11 anos, de US$ 700 milhdes/ano para cerca de US$ 260 milhdes. Além do impacto
econdmico, destaca-se ainda a crise social, visto que a cultura do cacau gera uma grande
quantidade de empregos diretos e indiretos, afetando cerca de trés milhdes de pessoas que
habitam, aproximadamente, 90 km? do sul da Bahia.

Vérias técnicas sdo utilizadas de forma integrada no controle dessa doenga, como a
poda sanitaria de ramos infectados do cacaueiro, a utilizacdo de gendtipos de cacaueiros
resistentes e uso de defensivos quimicos. Tais praticas, entretanto, resultam em aumento do
custo de producéo e, em razdo disso, tornam-se, com fregliéncia, antiecondmicas.

As vassouras secas, acumuladas no chdo ap6s a poda fitossanitaria, tornam-se focos de
disseminacdo na época das chuvas, uma vez que o patdgeno entra em seu ciclo sexuado
formando os basidiocarpos que liberam esporos. Entretanto, a remocdo manual dos
vassoureiros encarece demais o produto e a coleta mecanica torna-se impossivel, uma vez que
maquinas ndo entram nas plantacGes. Desta forma, técnicas de controle bioldgico que visam o
favorecimento da conservagdo e do uso sustentavel dos recursos bioldgicos, empregam
pulverizacdes de esporos do fungo Trichoderma spp sobre as vassouras secas, com 0 objetivo
de acelerar a decomposicdo deste material infectado.

Atualmente, esporos de Trichoderma stromaticum séo produzidos para biocontrole da
vassoura de bruxa, entretanto, apesar deste fungo ter bom crescimento em campo, nédo
apresenta boa produtividade em larga escala.

Assim, este trabalho teve como objetivos:

1. Avaliar in vitro as caracteristicas de crescimento de diferentes espécies e
isolados da mesma espécie de Trichoderma spp e de diferentes subgrupos genéticos de M.
perniciosa.

2. Determinar o potencial de producdo massal de esporos por Trichoderma spp
por grama de substrato seco (arroz).

3. Avaliar e comparar in vitro as capacidades de micoparasitismo e antibiose de

Trichoderma spp frente a diferentes subgrupos genéticos de M. perniciosa.
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4. Caracterizar parcialmente o mecanismo de antibiose de Trichoderma spp a M.
perniciosa por metabdlitos volateis e ndo volateis e de micoparasitismo pela producdo de
enzimas hidroliticas.

5. Avaliar a capacidade de colonizacgdo de vassouras esterilizadas e infectadas por
diferentes subgrupos genéticos de M. perniciosa por Trichoderma spp.

Os resultados dos experimentos aqui apresentados visam contribuir para maior
conhecimento da interacdo entre o fungo Trichoderma spp e M. perniciosa, além de

possibilitar a utilizacdo de outras espécies no controle desta doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O CACAUEIRO

2.1.1. Caracteristicas Gerais

O Theobroma cacao L. é uma planta diploide, dicotiledonea ¢ preferencialmente
alogama, tipica de clima tropical e nativa da regido de floresta umida da América, onde vegeta
no sub-bosque (CHEESMAN, 1944) e possui grande diversidade nas populagdes selvagens
que vao desde a Amazonia Brasileira ao México (SOUNIGO et al., 2003).

Anteriormente classificada como da familia Sterculiaceae, hoje reclassificada como
Malvaceae, Theobroma ¢é o género de maior importancia, devido a relevancia econémica do
cacaueiro (T. cacao), possuindo 22 espécies, distribuidas em 6 se¢des, tendo o Brasil
representantes de todas elas, com excegdo da secdo Andropetalum. As espécies de ocorréncia
brasileira (T. grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. speciosum, T. sylvestre, T.
microcarpum, T. bicolor, T. cacao, T. glaucum e T. canumanense) restringem-se a Amazonia.
No Brasil T. glaucum ocorre, esporadicamente, no oeste da Amazonia, proximo da fronteira
com Peru a Colombia, e a existéncia de T. canumanense baseia-se na descri¢do de duas
exsicatas coletadas proximo ao rio Canumdo, no municipio de Borba (AM),

(CUATRECASAS, 1964).
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O cacaueiro (Figura 1) ¢ uma planta perene, uma vez que seu ciclo produtivo pode
ultrapassar 100 anos, sendo o ciclo ideal em torno de 35 anos, com inicio da producao

econdmica a partir dos seis anos ap6s o plantio (SUFRAMA, 2005).

Figura 1- Vista parcial de um cacaueiro, com destaque em seus frutos. Fonte: CEPEC-
CEPLAC (http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)

O fruto do cacaueiro apresenta pericarpo carnoso composto por trés partes distintas: o
epicarpo que € carnoso € espesso, cujo extrato epidérmico exterior pode estar pigmentado; o
mesocarpo que ¢ delgado e duro, mais ou menos lignificado; e o endocarpo, que € carnoso e
mais ou menos espesso (SILVA NETO, 2001).

A semente do cacau apresenta formato ora elipsdide, ora ovdide, com 2 a 3 cm de
comprimento e recoberta por uma polpa mucilaginosa branca, de sabor agucarado e acido. Sao
muito sensiveis as mudangas de temperatura e situagdes de desidratacdo, sendo que suas
améndoas representam a principal matéria prima para a industria de chocolate, também na
utilizacao da manteiga de cacau, polpas, geléias, dentre outros produtos (SUFRAMA, 2005).

As principais regides produtoras de cacau no mundo situam-se entre 15° N ¢ 20° S de
latitude, embora existam pequenas areas de produgdo em latitudes subtropical (23° S), como é
o caso do Estado de Sao Paulo. A maior concentragdo de plantios,no entanto, esta localizada
entre as latitudes de 10° acima e abaixo do Equador (ALVIM e KOZLOWSKY, 1977). Nos

locais de maior concentragdo de plantios, a temperatura média situa-se em torno de 22 a 25° C



28

e a precipitacdo pluvial ¢ elevada e bem distribuida ao longo do ano, algo em torno de 1200 a
2000 mm, com um minimo mensal variando entre 100 a 130 mm.

O continente africano ¢ responsavel por 72,4% da producdo mundial de cacau,
concentrada principalmente na Costa do Marfim (56%). O Brasil atualmente estd em quinto
lugar no mundo, com 165.000 ton. (4,7%) (QUARTERLY BULLETIN OF COCOA
STATISTICS, 2004/ 05); na década de 70, era o segundo maior produtor mundial de cacau.
Segundo o levantamento sistematico desta producdo brasileira (setembro de 2005), a Bahia
contribui com 65,5%, seguida por Para (18,3%) Rondonia (9,7%), Espirito Santo (5,8%),
Amazonas (0,6%) e Mato Grosso (0,1%) (IBGE, 2005).

Na Babhia, o cacaueiro foi introduzido pelo colono francés Luiz Frederico Warneaux no
ano de 1746, através de sementes da variedade comum, trazidas do Para e no municipio de
Canavieiras (VELLO e GARCIA, 1971). Atualmente, esta variedade se encontra concentrada
nas microregioes de Itabuna, Ilhéus e Camaca, contribuindo com 83% da oferta brasileira. Em
propor¢des menores estdo o estado do Para com 9,9% e Rondonia participando com 5,4%

(Figura 2).

o
. 4

Figura 2- Regides produtoras de cacau no
Brasil destacadas com a cor verde. Fonte:
CEPEC-CEPLAC
(http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)
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2.1.2. Importéncia econémica

Dos frutos do cacaueiro (Figura 3A) se extraem sementes (Figura 3B) que, apos
sofrerem fermentacdo, transformam-se em améndoas (Figura 4A), das quais sdo produzidos o
cacau em po (Figura 4B) e a manteiga de cacau (Figura 4C). Em fase posterior do
processamento, obtém-se o chocolate (Figura 4D), produto alimenticio de alto valor
energético, licores (Figura 4E) e produtos cosméticos (Figura 4F). Envolvendo as sementes,
encontra-se grande volume de polpa mucilaginosa, branca e acucarada, com a qual se
produzem sucos (Figura 4G), geléias (Figura 4H) ¢ medicamentos (Figura 4I). Da casca
extrai-se a pectina, que apods simples processamento mecanico, se transforma em ragdo
animal, ou ainda, por transformacdes bioldgicas, pode ser usada como fertilizante organico.
Outros produtos sdo ainda manufaturados do cacau, tais como mel, néctar, geleiado, polpa,

vinagre e destilados (CEPEC/CEPLAC).

Figura 3- Fruto do cacau (A); sementes do cacau (B). Fonte:
CEPEC/CEPLAC (http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)




30

Figura 4 — Produtos do cacau: (A) améndoas, (B) cacau em pd, (C) manteiga
de cacau, (D) chocolate, (E) licores, (F) cosméticos, (G) polpa, (H) geléia e (I)
suplementos.

Fonte: CEPEC/CEPLAC (http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)

A produgdo de cacau no Brasil, principalmente na regido Sul da Bahia, teve um papel
importante no desenvolvimento regional, trazendo empregos e colocando o pais em destaque
no cenario econdomico internacional (SOUZA e DIAS, 2001). A producao da Bahia ja chegou
proxima a 400 mil toneladas na década de 80, dominando 95% da producdo nacional.
Vivenciou uma queda abrupta de 68% entre as safras de 1980/81 e 1999/00, atingindo o
menor volume dos ultimos anos, em torno de 96.000 toneladas, tendo como principal fato
desencadeador a contaminagdo das planta¢des da regiao com o fungo M. perniciosa, causador
da doenca vassoura de bruxa. Esta devastou a regido e fez com que muitos agricultores
abandonassem suas fazendas, provocando migra¢des de pessoas da zona rural para a zona

urbana, o que afetou, por conseguinte, o cenario geografico das cidades devido a formagao de
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favelas em suas imediagdes. Acrescenta-se a essa crise, a baixa nos precos internacionais do
cacau ¢ a ma distribuicdo das chuvas, provocando cerca de 200 mil desempregos
(TREVIZAN, 1996).

Na safra de 2003/04 foram produzidas 114.195 toneladas de améndoas de cacau tendo
sido projetada uma meta de producdo de 340 mil toneladas a partir de 2013, de acordo com a
Secretaria de Agricultura do Estado da Bahia (SEAGRI, 2005). Hoje a Bahia, além de ainda
ser o maior estado produtor de cacau, abriga 95% das empresas moageiras no Brasil,
responsaveis pelo processamento das améndoas secas para obtencdo dos derivados como

manteiga, licor, torta e o p6 de cacau.

2.1.3 Principais doengas do cacaueiro

Estima-se que, em média, 20% da produg¢do mundial do cacau sejam perdidas,
anualmente, pela incidéncia de doengas (PAULIN e ESKES, 1995).

Para cada regido produtora existe uma doenca de maior importancia econdmica, haja
vista, a presenga da vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa) na Bahia, Brasil, ¢
também na Amazonia brasileira. A podridao parda (Phytophthora palmivora) é outra doenga
que, apesar de nao ser tdo danosa quanto a vassoura de bruxa, se encontra disseminada por
todas as areas que produzem cacau no mundo, enquanto que a vassoura de bruxa esta restrita
as Américas. A moniliase (Monilia roreri), outra temivel doenga que ataca os frutos, ocorre
em toda a América do Sul, exceto no Brasil. A VSD ("vascular streak dieback" ou morte
descendente), causada pelo fungo Oncobasidium theobromae, ¢ a principal doenga da Malasia
(SILVA, 1985).

Além dessas, existem outras doengas de menor importancia, como o mal rosado por
Phanerochaete salmonicolor, a murcha por Verticillium dahliae, a antracnose por Glomerella
cingulata, o cancro ¢ a podridao das raizes, dentre outras. As ultimas duas doen¢as sdo
causadas por um complexo de patdogenos, porém, neste contexto, os principais sao

Phytophthora sp. e Rosellinia sp., respectivamente.

2.2. Vassoura de bruxa do cacaueiro

2.2.1. A vassoura de bruxa no Brasil
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Os cacaueiros da Bahia se desenvolveram ¢ permaneceram isentos de M. perniciosa até
o final da década de 80. No Brasil todos os registros e informacdes disponiveis dos orgaos
encarregados da defesa fitossanitaria vegetal indicavam que a vassoura de bruxa estava
presente somente na Regido Amazodnica — seu local de origem (MAKI, 2006), onde ja foram
registradas perdas superiores a 70% da produg¢do (ALBUQUERQUE et al., 1995).

A cacauicultura amazonica, entretanto, convive muito bem com a vassoura de bruxa,
cuja época de dispersdo ndo coincide com a época de floragdo do cacaueiro amazodnico (ao
contrario do cacaueiro baiano, onde ha esta coincidéncia), possibilitando aos produtores
amazonicos incorrerem em custos médios de produgdo bem inferiores aos experimentados em
outras regioes do pais.

O patogeno foi detectado pela primeira vez no Sul da Bahia em 1989, regido
responsavel por aproximadamente 85% da produ¢do nacional de cacau da época (PEREIRA
et al., 1990). Nesta regido a devastacdo foi pior do que em qualquer outra regido atacada pela
vassoura de bruxa, devido principalmente a alta densidade de fazendas de cacau na regido, as
condicdes climaticas propicias ao desenvolvimento de epidemias e a presenga de variedades
suscetiveis (GRIFFITH, 2004).

Segundo Pereira et al. (1990) a introdugdo do M. perniciosa na Bahia ocorreu por
intermédio da ag¢do humana, pelo movimento de mudas infectadas vindas da Regido
Amazodnica, uma vez que a viabilidade dos basididsporos do patogeno ndo ultrapassa poucas
horas. Em contrapartida, Evans e Barreto (1996) sugeriram que a introducdo da vassoura de
bruxa na Bahia foi originada por solanidceas nativas. Além dessas introdugdes, outro
agravante ¢ a presenga de M. perniciosa em outros hospedeiros considerados alternativos para
a proliferacao da doenca.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) classifica M.
perniciosa como A2, ou seja, de distribuigdo restrita a alguns Estados Brasileiros e que esta
sob controle da Legislacdo Fitossanitaria Brasileira, segundo Instru¢do Normativa 38, de
26/10/1999. Através de Atos, Resolugoes, Portarias, Instrugdes Normativas ¢ Leis, o MAPA
tem estabelecido exigéncias quanto a importacao, exportagdo e controle de qualidade de cacau
e seus derivados, ndo s6 no transporte internacional, mas também, no interestadual e

intermunicipal (FREITAS e MENDES, 2005).

2.2.2. Agente etiologico
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O fungo Moniliophthora perniciosa, anteriormente denominado Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer ¢ o agente etiologico da doenga vassoura de bruxa, que tem provocado
tragicas perdas em cacau. Pertence a divisdo Eumycota, subdivisdo Basidiomycotina, ordem
Agaricales e familia Tricholomataceae (EVANS, 1978), primeiramente nomeado como
Marasmius perniciosus, em 1915 por Stahel, sendo posteriormente reclassificado por Singer
em 1942 como Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer (SINGER, 1942) sendo recentemente
renomeado como Moniliophthora perniciosa (AIME e PHILLIPS-MORA, 2005).

De acordo com o hospedeiro os isolados de M. perniciosa podem ser classificados em
biotipos, incluindo o biotipo C, patogénico ao cacaueiro e a outras espécies de Theobroma e
Herrania; o biotipo S quando afetam intimeras espécies de Solanaceae (BASTOS e EVANS,
1985); o biotipo B quando s3o isolados de Bixa orellana (urucum) (BASTOS e
ANDEBEHAN, 1986); o biotipo L quando isolados de lianas, geralmente assintomaticos
(GRIFFITH ¢ HEDGER, 1994) e o biotipo H isolado de Heteropterys acutifolia (RESENDE
et al., 2000).

2.2.3. Ciclo de vida de M. perniciosa no cacaueiro

O ciclo de vida de M. perniciosa (Figura 5-1) ¢ comparavel em muitos aspectos com de
outros basidiomicetos, em que dois nucleos dentro do basidio sofrem cariogamia seguida de
meiose e migracao dos nucleos hapléides aos quatro basididsporos (ALEXOPOULOS et al.,
1996), sendo os basididsporos a unica forma infectiva da doenca (ROCHA ¢ WHEELER,
1985).

Em lamelas médias localizadas na parte inferior do pileo do basidioma sdo produzidos
os basididsporos, externamente as estruturas que produzem esporos, o basidio, e sdo
subdivididas em dois grandes grupos: homobasidiomicetos e heterobasidiomicetos. M.
perniciosa pertence ao grupo dos homobasidiomicetos, por apresentar a producdo de
basidiésporos em basidios, na superficie de membranas, que se desenvolvem em um
basidiocarpo visivel (NIELLA, 2000). Os basidiosporos sdo unicelulares, hialinos, com
parede fina, medindo cerca de 12 um x 6 um (BAKER ¢ CROWDY, 1943), sdo
descarregados geralmente entre 18:00 h e 6:00 h, pois sdo suscetiveis a luz ultravioleta e ao
dessecamento. Podem ser produzidos 1500 a 4000 basididsporos/ pico de liberacdo (CROP
PROTECTION COMPENDIUM, 2002).

Para que haja infec¢do € preciso que os basididsporos (Figura 5-2) sejam depositados

sobre regides meristematicas (gemas vegetativas, florais e/ou frutos em formacgao até os trés
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meses de idade), onde penetram diretamente ou através dos estdmatos. Nas gemas dormentes,
a infeccdo torna-se latente, assumindo o aspecto de pequenos cancros ou pontos necroticos
que entram em atividade quando a planta reinicia a brotacdo. Essas infec¢des latentes tém
importancia epidemioldgica, pois permitem a sobrevivéncia do fungo entre os periodos
sucessivos de crescimento (lancamentos foliares) e de frutificagdo (safras) da planta (LUZ et
al., 1997). A disseminacao dos esporos a grande distancia ¢ feita pelo vento e a pequena, pela
agua de chuva. Outra via de disseminagdo ¢ o transporte de mudas e sementes presentes em
frutos infectados, vassouras localizadas na copa, as principais fontes de inoculo segundo
Alves (2002). Estudos efetuados na Bahia mostram que os casqueiros também sdo
importantes fontes de inoculo (NIELLA, 1997).

Os basidiosporos de M. perniciosa infectam os tecidos meristematicos do cacaueiro, tais
como gemas vegetativas, frutos, brotos e almofadas florais (EVANS, 1981) (Figura 5-3), e
germinam formando um micélio primario (monocaridtico) entre as células (micélio
intercelular) (Figura 5-4). Nessa fase, denominada parasitica ou biotréfica, o fungo se localiza
entre as células do tecido infectado, o qual permanece vivo e apresenta nitidos sintomas de
hiperplasia e hipertrofia. Nessa fase o tecido infectado ¢ denominado de vassoura verde e
permanece assim por alguns dias (Figura 5-5).

A partir de um determinado momento, por razdes ainda desconhecidas as hifas
originam clamiddsporos que germinam e formam hifas com grampos de conexdo e células
binucleadas, as quais vao dar origem ao basidiocarpo. Este micélio saprébio pode ser isolado
em meio de cultura, mas, ndo infecta o hospedeiro (RUDGARD et al., 1993) (Figura 5-6). Na
fase saprobia, o tecido do hospedeiro torna-se necrosado (EVANS, 1980). A morfologia do
ramo infectado pelo fungo guarda semelhanca com a forma de uma vassoura, surgindo assim
o nome popular de vassoura de bruxa ou vassoura seca (EVANS, 1980) (Figura 5-7). Existem
duas hipoteses para a morte da vassoura: a primeira seria que as células morreriam em
conseqiiéncia da infec¢do primaria, induzindo a dicariotizacdo do fungo e, assim, a fase
saprobia (ORCHARD et al., 1994), ou como sugerido por Evans (1980), a dicariotiza¢do
ocorreria primeiro, resultando na fase saprobia, e, posteriormente, na morte da vassoura.

O fungo sobrevive sob frutos, folhas e vassouras secas até encontrar condig¢des
favoraveis (Figura 5-8) para a producao de basidiocarpos, a qual ¢ favorecida pela ocorréncia
de dias chuvosos seguidos por dias secos, ou vice-versa. Em regides com chuvas bem
distribuidas, como na Bahia, a producao de basidiocarpos (Figura 5-9) é durante o ano inteiro.
A producdo de basidiocarpos é maior nas partes jovens da planta (dpice) do que no solo

(pouca chance de serem disseminados) (PRIA e CAMARGO, 1997).
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UMIDADE

Figura 5- Ciclo de vida de M. perniciosa em Theobroma cacao. Fonte: CEPEC/CEPLAC
(http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)

Segundo estudos de Luz et al. (1994), as diferentes fases do ciclo vital de M. perniciosa
apresentam, em média, os seguintes periodos: incubagio de quatro semanas; aparecimento de
vassouras verdes e 0 seu secamento de sete semanas € meia; dorméncia das vassouras secas de
13 semanas, podendo variar para mais ou para menos, dependendo do tamanho e da
localizagdo da vassoura; atividade da vassoura seca de 22 meses; atividade do fruto
mumificado de 24 meses e liberagdao de esporos durante todo ano (na Bahia), na dependéncia
de chuvas, com picos maiores nos meses mais frios (julho, agosto e setembro) e menores

variando de época, de ano para ano (ALMEIDA e LUZ, 1995).

2.2.4. Sintomas da vassoura de bruxa
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A vassoura de bruxa tem como sintoma caracteristico, a formacdo dos brotos
hipertrofiados, desenvolvimento excessivo nas regides terminais da planta, aparecimento de
inimeras ramificagdes com entre nd curtos (Figura 6) e folhas geralmente grandes, curvadas
ou retorcidas, aparentando vassouras (Figura 7A).

No inicio, o desenvolvimento das vassouras ¢ rapido, porém depois de 5-12 semanas

comegam a secar (WHEELER e MEPSTED, 1988), podendo cair ou permanecer na planta.

Figura 6- Sintomatologia da vassoura de bruxa: brota¢do hipertrofiada. Fonte:
CEPEC/CEPLAC (http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)

Figura 7- Cacaueiro infectado por M. perniciosa com folhas aparentando
vassouras secas (A) e frutos apodrecidos ou endurecidos e petrificados (B).
Fonte: CEPEC/CEPLAC (http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm)

2.2.5. Principais metodos de controle da doenca
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2.2.5.1. Poda fitossanitaria

A eficicia da poda fitossanitaria no controle da vassoura de bruxa ja foi demonstrada
(ALMEIDA e ANDEBRHAN, 1989). A remocao sistematica das partes infectadas pelo fungo
(vassouras, frutos e almofadas florais), com queima ou cobertura dessas partes com folhas,
impede a formacao de basidiomas e constitui a poda fitossanitaria. Esta pratica tem grande
eficiéncia no controle da doenca e ¢ realizada na Amazonia durante a estagdo seca, com
repasse no inicio do periodo chuvoso. Na regido cacaueira da Bahia, onde os maiores picos da
doenga ocorrem em setembro e outubro, sdo recomendadas quatro remogdes por ano:
fevereiro, maio, agosto e novembro, atendendo a estratégia de manter a infeccdo em niveis
controlaveis (LUZ et al., 1997). Todavia, a recuperacdo dos cacauais podados ¢ lenta e
gradual; a produ¢do e o nivel de perdas serdo estabilizados somente a partir do terceiro ano
apos a poda. Até a estabilizacdo da producdo e a queda na incidéncia da doenca, sdao
necessarios investimentos por parte do cacauicultor, pois 0s custos com mao-de-obra serao
altos e o fluxo de receita sO se restabelecera a partir do terceiro ou quarto ano. Em areas
menores que 3 a 5 ha., o produtor pode realizar essa pratica, utilizando-se da mao-de-obra

familiar.

2.2.5.2. Utilizacdo de gendtipos resistentes

Quanto ao uso de resisténcia genética como fonte de controle, varios esfor¢os foram
realizados. No passado, o grande numero de progénies e individuos envolvidos no
melhoramento e a énfase & ‘imunidade’, ndo permitiram andlises criteriosas da resisténcia ao
patdgeno e varios genotipos com caracteristicas de tolerancia foram perdidos. Atualmente, as
dificuldades no controle da variabilidade genética do patégeno e o pouco entendimento das
interacdes com o hospedeiro, sdo as principais limitagdes para identificacdo de variedades
para o melhoramento visando a resisténcia (ANDEBRHAN et al., 1998).

O Brasil tem a maior colecdo de germoplasma de cacau estabelecido na Estacdo de
Recursos Genéticos do Cacaueiro, em Marituba (PA), e a identificacdo de gendtipos
resistentes tem sido dificultada por varios fatores. M. perniciosa multiplica-se, no entanto,
unicamente por meio de basididsporos que, por sua vez, possuem vida média de poucas horas
(BAKER ¢ CROWDY, 1943). A grande maioria dos fungos ndo se enquadra no modelo
classico de genética de populacdo. Eles possuem variados métodos de colonizagdo, dispersao,

sobrevivéncia e suas populagdes podem se sobrepor ao longo do tempo. Com isso, a analise
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genética de isolados do fungo recém coletados pode refletir, com alta fidelidade, a
variabilidade genética da populagcdo naquele momento (ANDERSON e KOHN, 1998).

Um modo para identificacdo de genotipos de cacau resistentes a M. perniciosa pode
ser por meio da germinagdo de esporos na seiva extraida de diferentes genotipos de cacau.
Bastos e Albuquerque (2000) verificaram que a seiva de clones resistentes inibiu a
germinagdo dos esporos, enquanto a seiva de plantas susceptiveis nao teve efeito inibitorio.
Nas ultimas duas décadas houve esfor¢os no sentido de controlar a doen¢a ou reduzi-la a
niveis aceitaveis. As medidas de controle utilizadas até o momento nao tém alcancado
resultados satisfatorios, principalmente, devido a alta variabilidade do patogeno e as
condigdes ambientais, o que inviabiliza e dificulta a obtengdo de cultivares resistentes, além
do desenvolvimento de variedades de cacaueiros resistentes ao patdgeno (GRIFFITH et al.,
1994).

Atualmente, jardins clonais, com plantas resistentes a M. perniciosa, tém sido
implantados em vérias areas de produg¢do de cacau, sendo dessa forma um inicio da
reestruturacdo da cacauicultura na Bahia. Tendo em vista que esta resisténcia pode ser
quebrada pelo patdgeno, entretanto, estudos para melhor entendimento deste patossistema
devem ser mantidos. Neste contexto, o melhor conhecimento da variabilidade genética de M.
perniciosa poderia permitir o melhor entendimento da interagdo entre este patdgeno e as
diferentes espécies hospedeiras, bem como o desenvolvimento de estratégias de controle deste

fungo.

2.2.5.3 - Controle quimico

O controle quimico da vassoura de bruxa com fungicidas de contato ndo ¢ suficiente,
pois estes ndo protegem os tecidos em crescimento ativo, necessitando inumeras
pulverizagcdes (CRONSHAW, 1979). Embora fungicidas sistémicos pudessem restringir o
namero de aplicagdes necessarias, a maioria tem demonstrado eficiéncia somente em testes in
vitro ndo apresentando esta repetibilidade no campo. O tebuconazole tem demonstrado
eficiéncia no controle de M. perniciosa in vitro e no campo, porém o seu uso apresenta
limitagdes devido ao alto custo do produto comercial (TOVAR, 1991).

Almeida et al. (1998) testaram o efeito da poda fitossanitdria associada a aplicagcdo de
oxido cuproso na concentragdo de 3,6 a 9g de ia/planta/aplicagdo. Foi observado que o cobre
controlou as infecgdes eficazmente em frutos, mas ndo em gemas vegetais ou almofadas

florais. Foi verificado ainda, que a aplicagao deste produto nao foi viavel economicamente em
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todas as areas tratadas. A aplicacdo do 6xido cuproso, fungicida de contato, juntamente com o
fungicida sistémico triadimenol (Bayfidan) mostrou um bom controle da doenga durante o
periodo de aplicacdo (PEREIRA et al., 1996). Também, Bastos e Medeiros (1979) avaliaram
in vitro a agdo de 41 fungicidas nas concentragdes de 10, 50 e 100 ppm sobre o crescimento
de M. perniciosa. Dos 12 fungicidas sistémicos, entretanto, somente Bayleton foi eficaz a 10
ppm. Os fungicidas ctpricos foram eficientes nas concentracdes de 50 e 100 ppm.

Vérios compostos quimicos vém sendo testados com o objetivo de prevenir ou erradicar
a vassoura de bruxa, porém os resultados ndo tém sido satisfatorios, pois o rapido crescimento
da superficie dos frutos durante os dois ou trés meses de desenvolvimento, faz com que o
fungicida tenha que ser aplicado freqiientemente e isto ¢ especialmente dificil em arvores

muito altas (KRAUSS e SOBERANIS et al., 2000).

2.2.5.4. Inducéo de resisténcia sistémica adquirida (SAR)

Outro método de controle ¢ a inducdo na planta hospedeira de resisténcia sistémica
adquirida (SAR), este consiste em ativar o sistema de defesa da planta antes que ocorra a
interacdo patdgeno-hospedeiro. A SAR se desenvolve sistémica ou de forma localizada em
resposta a um patdégeno que causa uma lesao necrotrofica, reagao de hipersensibilidade (HR),
ou por aplicacdo exdgena de acido salicilico (AS) ou compostos sintéticos como o
benzotiadiasole (BHT) e o acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA). Neste caso, a resisténcia
geralmente ¢ efetiva contra um amplo espectro de patégenos e estd associada a produgdo de
proteinas relacionadas a patogenicidade (HAMMERSCHMIDT e SMITH-BECKER, 1999).

Resende et al. (2000) avaliaram a capacidade do benzotiadiasole em induzir SAR contra
M. perniciosa, neste caso, foi verificada uma reducdo de 33,5 a 84,5% na incidéncia da
doenga, quando pulverizado a 3, 15 ou 30 dias antes da inoculagdo de plantulas de cacau do
tipo Catongo. O efeito do BHT na protecdo de mudas foi comparado ao efeito do 6xido
cuproso e tebuconazole. O BHT reduziu a incidéncia da doenga em 60,2% indicando um

melhor desempenho que o tebuconazole e tendéncia a superar o 6xido cuproso.

2.2.5.5. Controle Bioldgico

O conceito de controle de doengas mudou nas ultimas décadas. Anteriormente, o

objetivo era eliminar completamente o patdogeno com o uso indiscriminado e continuo de

produtos quimicos, sem medir as conseqiiéncias. Este procedimento provocou alteragdes
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como a selecao de patdgenos resistentes, ocorréncia de surtos de doencas consideradas como
secundarias e diminui¢do de microrganismos benéficos além de causar efeitos deletérios
(nocivos) ao homem, aos animais ¢ ao ambiente, através do acimulo de residuos no solo, na
agua e nos alimentos. Com isto, cada vez mais estudos vém sendo realizados com o intuito de
obter eficiente controle de fitopatdogenos, com a utilizagdo de produtos e técnicas alternativas
e eficazes (GRIGOLETTI et al., 2000).

Assim, o interesse pelos programas de controle biologico de pragas tem crescido
consideravelmente no mundo, em fun¢do do novo direcionamento internacional da produgao
agricola em favorecer a conservagdo e o uso sustentavel dos recursos bioldgicos, requisitos
basicos da Convencao da Biodiversidade. Politicas internacionais demandam fortemente
alternativas para os agrotoxicos, e a utilizacdo de inimigos naturais de doencas ¢ uma
alternativa promissora (FUNDAG, 2004).

O controle biologico ¢ definido como a redugdo do indculo ou da atividade deletéria do
patdégeno com um ou mais organismos que nao o homem, porém com a participagdo ativa
deste ultimo (COOK e BAKER, 1983). Costuma-se classificar o controle biologico sob dois
aspectos: o natural, que mantém sem qualquer influéncia humana as criaturas em perfeito
equilibrio dentro de seus habitats; e o aplicado, que consiste na introdugdo e manipulagao de
inimigos naturais pelo homem (MELO, 1991). Formas vegetativas, conidios, blastésporos e
clamidosporos podem ser utilizados como propagulos flngicos infectivos para uso em
controle bioldgico (NAHAR, 2004)

Os primeiros registros de pesquisas com o controle biologico da vassoura de bruxa do
cacaueiro remontam ao final da década de 1970. Na oportunidade foram testados alguns
microrganismos em condi¢cdes de laboratorio. Ainda no final da década de 1970 foi
encontrado o primeiro microrganismo com algum potencial para o controle da doenga, o
fungo Cladobotryum amazonense, encontrado no Parad parasitando basidiocarpos de
Moniliophthora (M. perniciosa). Em ensaios, verificou-se que este antagonista era capaz de
colonizar basidiocarpos do patdégeno impedindo a produgdo de indculo. Porém, este fungo ¢
de dificil produg¢ao (BASTOS et al., 1981).

Optou-se entdo pelo uso do sobrenadante obtido com o cultivo desse antagonista, pois
este ja havia demonstrado ser ativo contra M. perniciosa e outros patégenos de outras
culturas. O composto ativo foi identificado e demonstrou ser absorvido e translocado por
mudas de cacaueiro (BASTOS, 1988b). Outro fungo com caracteristicas semelhantes,

Verticillium lamellicola, também foi detectado parasitando basidiocarpos de M. perniciosa ¢
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também demonstrou produzir uma substincia altamente antagénica ao patdgeno
(ANDEBRHAN, 1981).

Os resultados mais positivos na regido cacaueira at¢ o momento tém sido verificados
com a aplicagdo de formulagdes a base de esporos de fungos como Trichoderma e
Clonostachys, considerados micoparasitas que apresentam o maior nimero de vantagens e,

portanto, t€ém sido os mais estudados no controle bioldgico de enfermidades (MELO, 1996).

2.2.5.6. Controle integrado

Em 1957 foi criado pelo Governo Federal a Comissdao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira (CEPLAC) com o objetivo de auxiliar os produtores de cacau no manejo
das culturas. Desde que a doenca comegou a dizimar as culturas de cacau na Bahia, porém um
dos objetivos da CEPLAC tornou-se o estudo e desenvolvimento de técnicas para controlar a
doenca.

Nao h4, entretanto, até a presente data, um controle quimico eficiente e a proposta da
CEPLAC consiste no manejo integrado contra a vassoura de bruxa e propde: i) uso da poda
fitossanitaria para remover o material infectado; ii) aplicacdo de produtos quimicos para
protecao dos frutos em desenvolvimento; 1ii) utilizagao de genotipos com tolerancia ao fungo;
e iv) aplicagdo do fungicida biologico "Tricovab" (Trichoderma stromaticum) sobre o
material removido e deixado no solo. Espera-se, com esse procedimento, reverter o quadro

desolador criado por essa doencga na referida regido.

2.3. O uso de Trichoderma no controle da vassoura de bruxa do cacaueiro

As linhagens de Trichoderma pertencem ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Euascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae, e ainda que a classificacdo do
género seja facil, a identificacdo das espécies ¢ complexa (CHET, 1987), existindo atualmente
75 espécies descritas por Samuels (1996). As espécies de Trichoderma sdo oportunistas,
avirulentas e simbiontes de plantas, vivendo dentro de células superficiais das raizes. A
descoberta de espécies de Trichoderma vivendo endofiticamente em troncos de arvores das
espécies de Theobroma sugeriu a existéncia de uma inter-relagdo ainda ndo bem conhecida
(HARMAN et al., 2004).

Representantes de Trichoderma podem ser facilmente reconhecidos em cultivos por

seus caracteristicos esporos verdes (JENSEN e WOLFFHECHEL, 1995), sendo as principais
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caracteristicas do género: conidioforos hialinos muito ramificados e nado verticilados, fialides
individuais ou em grupo, conidios unicelulares hialinos, ovoides e nascidos de pequenos
ramos terminais (BARNETT e HUNTER, 1999). Os conidi6éforos nao sao bem definidos e os
conidios tendem a acumular-se dentro de massas pulvinadas (SAMUELS, 1996).

Como se espera de fungos saprobios do solo, os representantes de Trichoderma utilizam
variedade de compostos como fontes de carbono e nitrogénio. Os requerimentos de energia e
carbono podem ser supridos por monossacarideos e dissacarideos (DANIELSON e DAVEY,
1973), polissacarideos complexos, purinas, pirimidinas e aminoacidos (TYE e WILLETS,
1973), taninos condensados e catequinas (ARRIETA-ESCOBAR ¢ BELIN, 1982).

Sao os fungos mais usados no controle de fitopatdogenos devido a sua ubiqiiidade, a
facilidade de cultivo e observacdo, seu crescimento rapido em um grande nimero de
substratos e o fato de ndo serem patogenos de plantas superiores (PAPAVIZAS et al., 1982).
Um grande nimero de cepas fungicas de Trichoderma atua como agentes de controle
biologico e cujas propriedades antagonicas se baseiam na ativacdo de mecanismos muito
diversos, exercendo antagonismo a varios fitopatdgenos através de parasitismo e/ou antibiose
(KRUGNER e BACCHI, 1995), bem como, por hiperparasitismo (MELO, 1998).

A capacidade antagonistica do Trichoderma foi descrita em meados do século XX
(WEINDLING, 1932), porém s6 recentemente, com o interesse voltado para o controle
bioldgico e o desenvolvimento da biotecnologia em agricultura, ¢ que produtos comerciais
vém sendo desenvolvidos, a exemplo de F-Stop®, Tricodex® e Supravit®, a base de T.
harzianum, registrados para uso em Israel no controle de doencas causadas por Rhizoctonia
spp, Pythium spp, Fusarium spp, Botrytis cinerea e Sclerotium rolfsii (MELO, 1998), e
Tricovab®, desenvolvido no Brasil a partir de T. stromaticum, disponibilizado pelo CEPEC
para o controle da vassoura de bruxa do cacaueiro (OLIVEIRA e LUZ, 2005).

Segundo Hjorth et al. (2003) linhagens de Trichoderma causam aceleragdo e
decomposi¢cdo de vassouras mortas e tecidos de frutos infectados levando a reducao da
producdo de basidiocarpos e conseqiiente diminuicao dos niveis de basidiosporos liberados.
Trichoderma stromaticum tem sido mais estudado para o biocontrole da vassoura de bruxa do
cacaueiro (SAMUELS et al., 2000; SANOGO et al.,, 2002; DE SOUZA et al., 2006;
POMELLA et al., 2007), sendo também relatada a eficacia de T. harzianum (DE MARCO et
al., 2000; AZEVEDO et al., 2000; DE MARCO e FELIX, 2002; DE MARCO et al., 2003;
ANEJA et al., 2005), Trichoderma ovalisporum (HOLMES et al., 2004), T. viride
(BASTOS,1988a; 1996a; 1996b; 1996¢c; BASTOS e DIAS, 1992) e Trichoderma polysporum
(COSTA et al., 1996).
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Até o momento, T. stromaticum foi encontrado apenas na América Latina, em regides
cacaueiras do Brasil, Colombia, Equador e Peru. No Brasil, T. stromaticum foi descoberto nos
Estados do Para, Ronddnia e Bahia. Provavelmente o fungo ¢ origindrio da regido amazonica,
mesmo centro de origem do cacau e de M. perniciosa, surge entdo a hipdtese de que o0 mesmo
evoluiu juntamente com o cacaueiro € o patégeno, tornando-o um candidato com superior
potencial para reduzir as perdas ocasionadas pela vassoura de bruxa (ANDERBRHAN, 1984).

Na regido cacaueira da Bahia, utilizando o isolado de T. stromaticum, verificou-se
inibi¢ao expressiva da producdo de basidiomas de C. perniciosa em “vassoureiro” (COSTA e
BEZERRA, 2000) e estudos realizados no campo em Marituba (PA) mostraram a agdo do
antagonista T. stromaticum reduzindo a infec¢do em ramos e almofadas florais e a formagdo
de basidiomas nas vassouras deixadas tanto na copa quanto na serrapilheira dos cacaueiros
(BASTOS, 2000).

No momento, dentro do enfoque do controle biologico, ja existe uma alternativa
disponibilizada pelo CEPEC aos produtores da regido cacaueira da Bahia, que ¢ a utilizagao
do produto Tricovab®, que foi desenvolvido a partir do fungo T. stromaticum Samuels e
Pardo-Shultheiss (OLIVEIRA e LUZ, 2005). Atualmente o fungo ¢ produzido em alta escala
pela Unidade de Biocontrole do CEPEC na CEPLAC, em Itabuna, BA, sendo a aplica¢ao do
produto recomendada como parte do manejo integrado da vassoura-de-bruxa (BASTOS,
2008). Como atualmente a CEPLAC possui uma cole¢do de mais de 300 isolados de T.
stromaticum, sendo a sua grande maioria constituida de organismos nativos, provavelmente
mais adaptados a regido cacaueira baiana, se continua buscando isolados nativos que tenham

maior eficiéncia no controle de M. perniciosa.

2.4. Mecanismos antagonicos de Trichoderma spp a fitopatdégenos

As interacdes interespecificas entre fungos ajudam ndo s6 a explicar mudangas dentro
da estrutura das comunidades fungicas, mas também o contexto dentro do qual podem ser
explorados fungos para controlar patéogenos sob condi¢des naturais ou semi-naturais
(WIDDEN, 1997). Varias espécies de Trichoderma tém sido relatadas como efetivas no
controle de doengas de plantas incluindo a vassoura de bruxa do cacaueiro (KRAUSS e
SOBERANIS, 2001).

Os mecanismos antagonicos exercidos por espécies de Trichoderma sao complexos ¢ o

biocontrole obtido ¢ o resultado final de mecanismos diferentes agindo sinergisticamente
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(HOWELL, 2003). Estes mecanismos envolvem competicdo por nutrientes € espago como
resultado da habilidade de Trichoderma em produzir e/ou resistir a metabolitos que ou
impedem a germinacdo dos esporos (fungistase), ou mata as células (antibiose) ou modifica a
rizosfera, como por exemplo, acidificando a terra, de forma que patdogeno nao pode crescer. O
biocontrole também pode resultar de uma acdo micoparasitica do agente biocontrolador sobre
0 patdégeno, o qual envolve contato fisico e liberagdo de enzimas hidroliticas, compostos
toxicos e/ou antibidticos que agem sinergisticamente com as enzimas. Trichoderma spp
também podem exercer papel de biofertilizantes aumentando o crescimento da planta e

estimulando seus mecanismos de defesa (BENITEZ et al., 2004).

2.4.1. Biocontrole por Competicéo

O fato das linhagens de Trichoderma apresentarem rapido crescimento, conidios
persistentes e com boa germinagdo e utilizarem um amplo espectro de substratos, faz com que
se tornem eficientes competidores por nutrientes e espaco com outros microrganismos na
natureza (HIJELJORD e TRONSMO, 1998). Além disto, sdo habeis em produzir e/ou resistir a
metabolitos que impedem a germinacdo de esporos, matam as células ou modificam a
rizosfera. A deficiéncia de nutrientes ¢ uma das principais causas de morte em
microrganismos e a competicdo se torna importante para o biocontrole de fitopatdgenos
(BENITEZ et al., 2004).

No solo, Trichoderma tem elevada capacidade na mobilizagdo de nutrientes quando
comparado a outros organismos. Esta capacidade esta baseada na sua habilidade de obter ATP
do metabolismo de diferentes agticares, como celulose, hemicelulose glucanas e quitina entre
outros, tendo como produto final a glicose (CHET et al., 1997). Os componentes
fundamentais do metabolismo da glicose incluem enzimas de assimilagdo e permeases, junto
com proteinas envolvidas na membrana e modificacdes da parede celular (DELGADO-
JARANA et al., 2003).

O mecanismo antagénico por competicdo de T. stromaticum a M. perniciosa ja foi
descrito por Bastos (2000), em que o antagonista elimina o patégeno por inani¢do, uma vez
que compete por nutrientes e espago. Outros estudos também revelam a capacidade de
competigdo por nutrientes exercida por isolados de Trichoderma a diversos fitopatogenos
(SIVAN e CHET et al., 1989a; KOHL ¢ FOKKEMA, 1998; HARMAN, 2006; ABDEL-
FATTAH et al., 2007; GALLETTI et al., 2008).
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2.4.2. Biofertilizagdo e estimulagdo dos mecanismos de defesa da planta

Alguns autores definiram as espécies de Trichoderma como simbiontes de planta,
organismos avirulentos oportunisticos, capazes de colonizar raizes de plantas através de
mecanismos semelhantes as micorrizas e produzir combinagdes que estimulam crescimento e

mecanismos de defesa de planta (HARMAN et al., 2004; VITERBO et al., 2005).

2.4.2.1. Colonizacao das raizes de plantas

As espécies de Trichoderma sempre sdo associadas com raizes de plantas e
ecossistemas de raiz. Esta coloniza¢do implica na habilidade de aderir e reconhecer raizes de
plantas, além de resistir a metabolitos toxicos produzidos pela planta em resposta a invasao
por um organismo, seja ele patdégeno ou nao. A interagdo planta x fungo micorrizico, é
modulada por flavonéides produzidos pela planta e auxinas produzidas pelo fungo, seguida de
eventos morfogenéticos que incluem, por exemplo, o desenvolvimento de apressérios. Em
adigdo, genes que codificam hidrofobinas e outras proteinas estruturais da parede celular sdo
especificamente expressos e/ou regulados (FRANKEN et al., 2002).

Algumas espécies de Trichoderma estabelecem uma coloniza¢do duradoura com raizes
de plantas penetrando em sua epiderme, onde produzem e secretam compostos que induzem
uma resposta de resisténcia localizada ou sistémica a invasdo de outros microrganismos. A
reacdo da planta a estes compostos resulta na sintese de fitoalexinas, flavondides e
terpendides, derivados fendlicos e outros compostos de natureza antimicrobiana, constituindo-
se em controle a invasdo de outros organismos sensiveis. Espécies de Trichoderma séo
geralmente resistentes a estes compostos e a habilidade de colonizar raizes de plantas depende

da capacidade de cada espécie em tolerar estes compostos (HARMAN et al., 2004).

2.4.2.2. Biofertilizacao

A colonizagdo de raizes de plantas por Trichoderma spp frequentemente aumenta o
crescimento, desenvolvimento, produtividade, resisténcia a estresse ambiental e estimula a
captacdo de nutrientes (ARORA et al., 1992). A produtividade em campo pode aumentar em
30% apods a adicdo ao solo ou em sementes produzidas em estufas com esporos de
Trichoderma (CHET et al., 1997). O mesmo foi observado quando sementes que estavam

separadas de Trichoderma por uma membrana de celofane tinham sua taxa de germinagdo
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aumentada indicando que Trichoderma produz fatores de crescimento (BENITEZ et al.,
1998). Os relatos de espécies que produzem fatores de crescimento detectados e identificados
em laboratorio, porém, sdo poucos (auxinas, citoquinas e etileno (ARORA et al., 1992). Foi
realizada, porém, a identificagdo de muitos fungos filamentosos que produzem fito-
hormdnios, como 4cido indol acético (IAA) e etilenos, cujas rotas metabolicas foram
identificadas. Além disto, foram também identificas espécies de Trichoderma que produzem
moléculas semelhantes a citoquina, que poderiam conduzir a maior biofertilizacao
(OSIEWACZ, 2002).

Juntamente com a sintese ou estimulagdo da producdo de fito-hormonios, muitas
espécies de Trichoderma acidificam o solo pela secregdo de acidos organicos, como acido
gluconico, citrico e fumarico (GOMEZ-ALARCON e DE LA TORRE, 1994). Estes acidos
que resultam do metabolismo de outras fontes de carbono, principalmente glicose, permitem
que fosfatos, micronutrientes e cations minerais, manganés e magnésio sejam solubilizados

(HERMOSA et al., 2000).

2.4.3. Modificacdes na rizosfera

Hé dados abundantes na literatura que descrevem modificagdes da rizosfera por agentes
bioldgicos utilizados em controle biologico de fitopatdgenos, que impedem a colonizacao de
plantas por patdogenos através da liberagdo de antibidticos e metabdlitos toxicos produzidos
(VEY etal., 2001).

O pH ambiental ¢ um dos principais fatores que afetam a atividade de Trichoderma e os
fatores de patogenicidade secretados por diferentes microrganismos. Alguns antibidticos sdo
degradados em pH alto; baixa umidade do ar e baixo pH podem induzir degradag¢do de
enzimas através de proteases acidas (DELGADO-JARANA et al.,, 2000; 2003); e o
crescimento de muitos fungos ¢ inibido por acidos fracos, como acido sorbico, devido a um
rapido declinio do pH vacuolar e do citosol (ARST e PENALVA, 2003). Entio, a habilidade
de sobreviver em uma faixa diversa de pH se torna um componente importante do jogo
complexo de caracteristicas que Trichoderma, melhor adaptado a terra acida, dispde durante

sua intera¢ao com outros organismos.

2.4.4. Antibiose por producéo de metabdlitos e antibioticos
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Segundo Baker e Griffin (1995) a antibiose ¢ definida como a condic¢ao pela qual ocorre
inibicdo ou morte de um microrganismo pela produgdo metabdlica de outro, incluindo
enzimas hidroliticas, metabdlitos secundarios volateis e ndo volateis e pequenas moléculas
toxicas. A antibiose acontece durante interagdes envolvendo compostos difusiveis de baixo
peso molecular ou antibidticos produzidos por espécies de Trichoderma, que inibem o
crescimento de outros microrganismos.

Muitas espécies de Trichoderma produzem metabdlitos volateis e ndo volateis que
impedem a colonizacdo de outros microrganismos como, por exemplo, acido harzianico,
acido pelargonico, alameticinas, tricolinas, peptobols, antibidticos, 6-pentil-a-pirona,
massoilactona, viridinas, gliovirinas, glisopreninas e acido heptelidico, entre outros (VEY et
al., 2001).

A capacidade antagdnica de um isolado, porém, alcanga um nivel elevado quando
apresenta a combinagcdo de enzimas hidroliticas e antibidticos, quando comparado ao
antagonismo de outro isolado que utiliza apenas um dos mecanismos (HOWELL, 1998;
MONTE, 2001).

A exata correlagdo entre metabolitos produzidos em cultivos liquidos e a atividade
biologica do solo ndo pode a priori ser afirmada, mas uma série de evidéncias, em alguns
casos, mostra que esta correlagdo existe (WILLIAMS e VICKERS, 1986).

Muitas perguntas permanecem sem resposta quanto a natureza do metabdlito
antifungico produzido por espécies de Trichoderma e seu papel no biocontrole. Estudos
devem ser realizados no sentido das perspectivas de que estas substincias apresentam para o
desenvolvimento de melhores fungicidas além do conhecimento da ocorréncia de ecotipos,
uma vez que podem existir diferentes tipos quimicos de Trichoderma dentro da mesma
espécie, que podem consequentemente mostrar diferentes atividades antibidticas (BREWER

et al., 1987).

2.4.5. Antibiose por producéo de enzimas hidroliticas- Micoparasitismo

Micoparasitismo ¢ o ataque direto de um fungo a outro constituindo um processo muito
complexo que envolve eventos subseqiientes, tais como reconhecimento, ataque e penetragao
e morte do patéogeno (HARMAN et al., 2004), podendo, entretanto, se constituir em um
simples atachamento e espoliagdao de nutrientes (WHIPPS, 1987).

Trichoderma spp pode exercer biocontrole por parasitismo (micoparasitismo) a uma

série de fungos, os reconhecendo, crescendo em direcdo a eles e secretando enzimas
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hidroliticas que atuam na parede celular do hospedeiro, tais como quitinases, proteases,
glucanases, entre outras. Durante o processo de micoparasitismo ocorre a destruicdo das
estruturas celulares do microrganismo hospedeiro e a primeira barreira encontrada ao longo
desse processo ¢ a parede celular (CHET, 1990).

Nos fungos, tanto as células leveduriformes quanto o micélio estdo envolvidos por uma
camada protetora externa denominada de parede celular, quimicamente diferente da parede
encontrada em vegetais, ainda que possa exercer os mesmos tipos de fungdes (MADIGAN et
al., 2008).

A parede celular fungica pode ser caracterizada como uma estrutura relativamente
rigida, porém dinamica, que participa de varios processos biologicos essenciais a célula e
representando cerca de 60 a 90% do peso seco da célula (CHAUD e SGARBIERI, 2006). Ela
determina o formato da célula, fornece suporte osmotico, protegdo fisica, além de estar
relacionada a eventos de sinalizagdo celular, adesdo e reprodugdo (MAGNELLI et al., 2005),
sendo por isso necessaria para o crescimento ¢ desenvolvimento dos fungos nos ambientes
onde sdo encontrados (DURAN e NOMBELA, 2004).

O crescimento micelial ¢ dependente do processo de translocagdo, onde o material
celular ¢ direcionado para as regides em desenvolvimento, permitindo a formagdo das
estruturas celulares, como a parede, ¢ com isso facilitando a ocupacdo dos ambientes pelo
microrganismo (BOSWELL et al., 2003). Polissacarideos bioativos isolados da parede celular
fingica tém sido caracterizados como homopolimeros, heteropolimeros ou, ainda, encontram-
se ligados aos residuos de proteinas formando complexos polissacarideo-proteina (KIM et al.,
2003). Sao divididos em dois grupos (Figura 8), os componentes estruturais sendo a quitina e
glucanas os principais € os que compdem a matriz, tais como as o ou - glucanas soltiveis em
alcali e manoproteinas.

As glucanas sdo os homopolissacarideos mais comuns. A maioria ¢ linear, com
diferentes disposi¢des de suas ligacdes glicosidicas, pertencentes a série alfa (o) ou beta (B),
As B-glucanas sdao a forma predominante, podendo estar livres ou associadas as proteinas,
lipideos e outros polissacarideos (WILLIAMS, 1997). Sao constituidas de homopolimeros de
D-glicose unidos por ligacdes B -1,3, B-1,4 e B-1,6 sendo entretanto, as B -1,3 e B -1,6-
glucanas (Figura 9) as que representam a maior parte das BB - glucanas presentes na parede
celular de fungos filamentosos. Os Basidiomycetos, incluindo M. perniciosa diferem dos
demais Filos, pois apresentam na camada exterior da parede, acima da camada de glucanas

amorfas com ligagdes B - 1,3 e B - 1,6, glucanas amorfas com ligagdes a - 1,3, alem de
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proteinas e microfibrilas de celulose e cuja hidrélise enfraquece a parede podendo resultar na

morte celular (HONG e MENG, 2003).

beta(1,6] glucanas
beta(1,3] glucanas

Quitina

} IMembrana celular

Figura 8- Componentes estruturais da parede celular de fungos
filamentosos. Fonte: Doctor Fungus.
(http://www.doctorfungus.org/thedrugs/antif pharm.htm)

CH,0H  [--]--[-0—CH,
OH 0 0O 0o, O--
OH OH
-----0 | OH |
B-1,3 B-1,6

Figura 9- Estrutura da B-D- glucana com ligagdes B- 1,3 ¢ B -1,4.
Fonte: Wikimedia Commons
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Beta-1.3-1.4-glucan.png)

Embora muitos fungos possuam a capacidade de sintetizar B-glucanas para o espago
extracelular ou citoplasmatico, elas estdo localizadas normalmente na parede celular. A
natureza ¢ a localiza¢do das B-glucanas da parede, no entanto, sugerem que elas podem ser
degradadas e utilizadas como fontes nutricionais, depois da exaustao de nutrientes externos ou
por mudangas na composicao da parede celular durante morfogénese (HARAN et al., 1996).

A quitina, que compreende cerca de 10 a 20% da parede celular de fungos filamentosos
¢ formada pelo homopolimero de N-acetil-glicosamina com ligagdes B-1,4 (Figura 10) e

pontes de hidrogénio intercadeia, que dao origem a microfibrilas de quitina. Essas estruturas
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suportam grandes pressdes e, portanto, tornam-se responsaveis pela integridade da parede

celular.

CH,OH CH,OH
H H o H A O
o_| o
OH H H OH H
H NHCCH, H NHCCH,
O O

M-acetyl-D-glucosamine

Figura 10- Estrutura da quitina. Fonte: Chitin Research.
(http://www.ceoe.udel.edu/horseshoecrab/research/chitin.html)

Quando a sintese da quitina ¢ interrompida, a parede celular torna-se desorganizada e a
célula fungica sofre deformacgdes e instabilidade osmética (BOWMANN e FREE, 2006). O
mesmo polimero quando encontrado na sua forma ndo acetilada ¢ definido como quitosana
(LOGUERCIO-LEITE e ESPOSITO, 2004). Por microscopia eletronica, verificou-se que a
quitina presente em fungos forma uma rede de fibrilas submersas em uma matriz amorfa e
usando digestdes enzimaticas e quimicas estabeleceu-se que seu indice varia de 3- 5% a

aproximadamente 60% (PATIL et al., 2000).

Tabela 1- Composi¢do bioquimica da parede celular de diferentes Filos do Reino Fungi.

Filo Componentes fibrilares Componentes matriciais

Chytridiomycota Quitina, quitosana B glucanas
Zygomycota Quitina, quitosana Acido poligalacturénico, proteina glucuronomano
Ascomycota  Quitina, p-1,3- e p-1,6-glucanas a—1,3-glucana, proteina galactomano
Basidiomycota  Quitina, p-1,3- e p-1,6-glucanas a—1,3-glucana, proteina xilomano

Fonte: adaptado de Loguercio-Leite e Esposito (2004).

A constitui¢do quimica da parede, entretanto, ¢ diferente a medida que se consideram os

diferentes Filos do Reino Fungi (Tabela 1) (LOGUERCIO-LEITE e ESPOSITO, 2004). A



51

constituicdo da parede pode ainda mudar substancialmente nos diferentes estagios do ciclo de
vida, demonstrando assim que tanto a estrutura como a competi¢ao refletem a necessidade
funcional de um fungo (DEACON, 1997).

Como a viabilidade celular depende da integridade destes componentes, a a¢do das
enzimas fungicas degradadoras da parede celular torna-se o ponto inicial das interacdes
envolvidas no processo de antagonismo entre fungos (LORITO et al., 1994), constituindo
uma das mais importantes caracteristicas dos microrganismos antagdnicos (ELAD et al.,
1982; ELAD et al.,, 1984). Assim, ¢ esperado que microrganismos superprodutores de
hidrolases apresentem capacidade antagdnica superior (TIMMIS et al., 1994).

Hé duas hipdteses que explicam atualmente a forma como se da o crescimento das
hifas. A primeira explica que esse crescimento se dd por um balango entre a lise da parede e
sintese de novos polimeros de parede. Isso ocorre devido a rigidez da mesma, que impediria o
crescimento do micélio (LOGUERCIO-LEITE e ESPOSITO, 2004). Outra hipétese diz que o
apice hifal ¢ inerentemente viscoso, eldstico e expansivel, e a parede nova sintetizada neste
apice consiste de uma mistura de quitina ndo-cristalizada e B glucana. A rigidez da parede
seria resultado da ligacdo desses polimeros a mesma (WESSELS, 1993). Durante o
crescimento apical de fungos filamentosos, quitina e fibras de B- 1,3-glucanas [Isdo
sintetizadas simultaneamente no apice das hifas em crescimento, que ficam desta forma,
expostas a hidrélise (ORDENTLICH et al., 1988).

Chet et al. (1998) descreveram as etapas sucessivas que fundamentam o complexo
processo do micoparasitismo por Trichoderma sp. através de enzimas hidroliticas. O
antagonismo inicia-se com o crescimento quimiotrépico do Trichoderma em resposta a algum
estimulo quimico da hifa do hospedeiro, detectando-o. O primeiro sinal de interagao
demonstrado por Trichoderma ao seu hospedeiro ¢é especifico e controlado. O reconhecimento
e ligagdo do micoparasita ao hospedeiro se ddo através da interagdo de carboidratos
especificos da parede celular do micoparasita com lecitinas presentes nos polissacarideos
extracelulares do hospedeiro (ELAD, 1990). Diferentes carboidratos interagem com diferentes
lecitinas, conferindo especificidades de ligacdo entre isolados diferentes e seu(s) respectivo(s)
hospedeiros (HIELJORD e TRONSMO, 1998).

Quando o micoparasita faz este contato fisico com seu hospedeiro, suas hifas aderem-se
por meio de estruturas especializadas denominadas apressoérios, que contem altas
concentragdes de solutos osmoticos tal como o glicerol (MCINTYRE et al., 2004) e enrolam-
se ao redor das hifas do hospedeiro (Figura 11) (CHET et al., 1998). Esse contato fisico ¢ o

disparador da emissdao de enzimas hidroliticas pelo micoparasita (LORITO et al.,1994), que
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devem manter-se presentes para exercer um papel litico significante (CHET et al., 1998) e
peptobols, que facilitam a entrada da hifa de Trichoderma no interior do fungo hospedeiro
além de assimilar o contetido da parede celular (HOWELL, 2003).

Figura 11- Hifa de Trichoderma spp ao redor do fitopatogeno Rhizoctonia solani.
Fonte: Chet et al. (2006).

2.5. Principais enzimas hidroliticas produzidas por Trichoderma spp durante o

micoparasitismo a M. perniciosa

2.5.1. Quitinases

As quitinases (EC 3.2.1.14) sdo proteinas comumente produzidas por micoparasitas,
altamente especificas e envolvidas na hidrolise das liga¢des do tipo -1,4 da quitina, presente
na parede celular de fungos. As quitinases tém sido estudadas e seu substrato nao ¢
encontrado em plantas (COLLINGE et al., 1993), nem na maioria dos procariotos
(GOODAY, 1990). Esta enzima representa, porém, um grande potencial no controle biologico
de fungos, uma vez que a quitina é comumente um componente estrutural de importantes
patogenos e pragas de plantas (COLLINGE et al., 1993).

Sahai e Manocha (1993) descreveram trés tipos de quitinases baseando-se nos produtos
de hidrdlise de quitina: a) exoquitinases — liberam somente diacetilquitobioses ou apenas
quitobioses (dimeros de N-acetilglicosamina) de uma forma progressiva a partir da
extremidade ndo redutora do polimero; b) endoquitinases — agem aleatoriamente liberando

oligossacarideos como  quitotetrose, quitotriose e  quitobiose; c¢)  [B-1,4-N-
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acetilglicosaminidases — sdo enzimas que hidrolisam os oligossacarideos formando
mondmeros de N-acetilglicosamina (GlcNAc) a partir da quitobiose.

A nomenclatura das enzimas citadas no paragrafo anterior foi revista por Harman et al.
(1993), que propuseram, considerando a Nomenclatura Enzimatica e trabalhos de purificagdo
e caracterizacdo das respectivas enzimas, uma simplificacdo: a) exoquitinases: (B-1,4-N-
acetilglicosaminidases ou glicosaminidases) — liberam mondmeros das extremidades ndo
redutoras e necessitam de, no minimo, uma quitobiose como substrato para atuarem; b) -1,4-
quitobiosidases — liberam unidades diméricas nao redutoras e necessitam de, no minimo, uma
quitotriose como substrato para atuarem; c¢) endoquitinases— clivam aleatoriamente polimeros
ou oligdmeros e nao reconhecem as extremidades ndo redutoras. Necessitam de, no minimo,
uma quitotetrose como substrato para atuarem.

O sistema quitinolitico pode ser formado por diferentes quitinases como, por exemplo, o
de Trichoderma harzianum que é formado por duas B-1,4-N-acetilglicosaminidases ¢ quatro
endoquitinases sendo que o hospedeiro define qual enzima se expressa primeiramente no
processo (LORITO et al., 1993). As propriedades das quitinases, seu envolvimento nos
processos antagénicos e sua importdncia no controle bioldgico tém despertado grande
interesse. Os sistemas quitinoliticos, assim como os celuloliticos, mais bem estudados sao
aqueles produzidos por fungos do género Trichoderma. A espécie que apresenta maior
nimero de trabalhos identificando a presenca de quitinases no controle bioldgico ¢ T.
harzianum (LORITO et al., 1998).

As quitinases podem agir no crescimento de fungos, inibindo a esporulacdo
(GOLDMAN et al.,1994), podendo ainda induzir a producao de metabodlitos secundarios e
outras enzimas que degradam a parede celular de fungos como proteases, -1, 3 - glucanase e
B -1,6-glucanase (DE LA CRUZ et al., 1995), podendo ainda agir em sinergismo com as
mesmas. Enquanto a quitinase lisa a parede celular pela hidrélise da quitina, peptobols inibem
a sintese de ligagdes entre a quitina e -glucanas, impedindo a hifa de reparar os efeitos da
quitinase (BENNETT, 2004).

Alguns estudos tém sido realizados para entender como a producdo de quitinase ¢é
induzida durante a interagdo com o hospedeiro. Inbar ¢ Chet (1995) demonstraram que a
quitinase ¢ secretada pela interagdo fisica do antagonista com lecitinas de parede do
hospedeiro, sugerindo ser o primeiro evento da interagdo. Com a degradacdo da quitina
ocorre a liberacdo de oligdmeros que induzem as exoquitinases, comeg¢ando assim o ataque
micoparasitico. Segundo Harman et al. (2004) o padrao de inducdo enzimatica difere de uma

espécie de Trichoderma para outra, mas acredita-se que Trichoderma spp secreta
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exoquitinases constitutivamente em baixos niveis ¢ quando as quitinases degradam a parede
celular do patdgeno, liberam oligdmeros que induzem as exoquitinases € o ataque continua.

Foi demonstrado também que T. harzianum, capaz de parasitar M. perniciosa,
causador da vassoura de bruxa do cacau (BASTOS, 1996a), produz uma quitinase quando
crescido em meio indutor contendo quitina como fonte de carbono. Foi observado que essa
quitinase era capaz de afetar drasticamente a parede celular de C. perniciosa em ensaios in
vitro (DE MARCO et al., 2000).

Embora o gene de quitinases esteja presente numa grande quantidade de organismos,
os fungos e bactérias filamentosos foram descritos com mais capacidade de degradar quitina
do que outros microrganismos nao-filamentosos. Ja foi mostrado que bactérias do solo, com
capacidades quitinoliticas, sdo mais eficientes no antagonismo a fungos do que outras
bactérias, uma vez que interferem no crescimento das hifas. A acdo da quitinase isolada,
entretanto, ndo inibia esse crescimento, e os niveis de producdo de quitinase de diferentes
bactérias ndo estdo relacionados as suas capacidades como fungicida (DE BOER et al., 1998).

Em certos fungos a estrutura de quitina, mesmo no apice das hifas, pode ser protegida
por uma série de proteinas, conferindo ao fungo resisténcia a quitinases (SIVAN e CHET,

1989b).

2.5.2. - Glucanases

As B-glucanas sao hidrolisadas por B-glucanases que sdo classificadas de acordo com o
tipo de ligacdo B do substrato em que agem e pelo mecanismo de ataque (PITSON et al.,
1993). As diversas B-glucanases se encontram listadas na Tabela 2. As celulases sdo
endoglucanases amplamente encontradas em fungos, assim como as -1,3 e 3-1,2 glucanases,
sendo que as B-1,6-glucanases sdo menos comuns (MARQUARDT et al., 1996). As celulases
hidrolisam a liga¢do glicosidica entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e
uma por¢do ndo carboidrato. Apresenta como nomes alternativos: avicelase, beta-1,4-
endoglucano hidrolase, beta-1,4-glucanase, carboximetil celulase, celudextrinase, endo-1,4-f3-
D-glucanase, endo-1,4-B-glucanase, endoglucanase (BAPTISTA, 2006).

Cada isoforma das glucanases podem ocorrer em situagdes diferentes, dependendo da
fonte de carbono utilizada no crescimento (NORONHA et al., 2000). Muitas -1,3-glucanases
de fungos podem hidrolisar polissacarideos extracelularmente para um eventual transporte
para o interior da célula e assimilagdo, viabilizando, assim, o uso de B-glucanas como unica

fonte de carbono (DE LA CRUZ et al., 1995).
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Codigo N° Nome comum Nome cientifico

Acdo

32.14 Celulase 1,4-(1,3;1,4)- B-D-glucana Endohidrolise das ligagdes B-1,4 da
4-glucanohidrolase celulose e 3-D-glucanas que contém
ligacdes B3-1,3 e B-1,4
3.2.1.6 Laminarinase 1,4-(1,3;1,4)-B-D-glucana Endohidrolise das ligagdes -1,3 ou
3(4)-glucanohidrolase B3-1,4 de B-D-glucanas quando o
residuo de glicose cujo grupo
redutor envolvido na ligagdo a ser
hidrolisada ¢ substituido pelo C-3
3.2.1.21  B-glicosidase B-D-glicoside Hidrdlise dos residuos terminais
glucohidrolase nao reduzidos de B-D-glicosil, com
liberacao de B-D-glicose
2.1.39 Endo-1,3-B-  1,3-B-D-glucana Endohidrdlise das ligagdes B-1,3
glucanase glucanohidrolase das 1,3-B-D-glucanas
3.2.1.58 Exo-1,3-3- 1,3-B-D-glucana Exohidroélise das ligacdes B-1,3 das
glucanase glucohidrolase B-1,3-B-D-glucanas, com liberagdo
de - glicose
3.2.1.71 Endo-1,2-B-  1,2-B-D-glucana Endohidrdlise das ligagdoes B-1,2
glucanase glucanohidrolase das B-1,2-B-D-glucanas
3.2.1.73  Lichenase 1,3-1,4-B-D-glucana Endohidrolise das ligagdes B-1,4
4- glucanohidrolase das B-D-glucanas contendo ligagdes
B-1,3eB-1,4
3.2.1.74  Exo-1,4-B- 1,4-B-D-glucana Exohidroélise das ligagdes B-1,4 das
glucanase glucohidrolase 3-1,4-glucanas
3.2.1.75  Endo-1,6-B- 1,6-B-D-glucana Endohidrdlise das ligagdoes B-1,6
glucanase glucanohidrolase das B-1,6-glucanas

Fonte: Adaptado de Pitson et al. (1993).

As B-1,6-glucanases (EC 3.2.1.75) também estdo envolvidas na degradacdo da parede
celular de fungos e o micoparasitismo. Em Trichoderma harzianum a producao desta enzima
foi induzida pela presenga de quitina (DE LA CRUZ e LLOBELL, 1999), ou com parede

celular de fungos como fonte de carbono no meio indutor, o que corrobora a hipotese da agao
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desta enzima no micoparasitismo (MONTERO et al., 2005). Tanto as B -1,3- quanto as B-1,6-
glucanases sdao capazes também de inibir a germinagao de esporos e o crescimento celular de
fitopatogenos (DE LA CRUZ et al., 1995).

A espécie que apresenta maior numero de trabalhos relatando a producdo de
glucanases no processo de controle bioldgico a fitopatogenos ¢ T. harzianum (LORITO et al.,
1998; DE MARCO et al., 2003; DE MARCO e FELIX, 2007). Evidéncias indicam que as
glucanases atuam em sinergismo com outras enzimas hidroliticas para lisar a parede celular

dos fitopatogenos hospedeiros (DE LA CRUZ et al., 1995).

2.5.3. Proteases

A camada externa da parede celular de fungos ¢ composta de proteinas diversas que
sustentam cadeias laterais de polissacarideos compostos de manoses. Constituem uma fragao
pequena do material da parede, raramente mais de 20%, e frequentemente como
glicoproteinas. Nem todas tém papel estrutural, mas o acoplamento, reconhecimento,
modifica¢des da parede e a nutri¢do envolvem ligagdes protéicas da parede (PITARCH et al.,
2002).

As proteases pertencem ao grupo das hidrolases as quais tem em comum o
envolvimento da agua na formacdo do produto e referem-se a todas as enzimas que clivam
ligagdes peptidicas, podendo ser classificadas quanto as condi¢des hidrogenidnicas Otimas
para sua acao (laticas, neutras e alcalinas), quanto a especificidade ao substrato (colagenase,
elastase e outras), ou quanto a similaridade com proteases bem caracterizadas (pepsina,
tripsina, catepsina e outras) (KUBICEK, 1992).

Durante a reacdo de hidrdlise das ligagdes peptidicas ocorre transferéncia de
componentes do substrato para a agua (WHITAKER, 1994). Esse processo proteolitico resulta
em uma mudanca especifica da funcdo da proteina sendo um importante mecanismo bioldgico
(LOPEZ-OTIN e OVERALL, 2002).

A presenga de proteases produzidas por Trichoderma ja foi detectada em varios
trabalhos (FLORES et al., 1997; ELAD e KAPAT, 1999; HAGGAG et al., 2006; SZEKERES
et al., 2006), mas sdao poucos quanto ao biocontrole de M. perniciosa, embora demonstrem
estar envolvidas nos processos de biocontrole por micoparasitismo (DE MARCO e FELIX
2002).

Enquanto as enzimas degradadoras da parede celular atuam na integridade da célula

(LORITO et al., 1993; DE MARCO et al., 2000), proteases produzidas pelos microrganismos
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antagonistas inativam as enzimas produzidas pelo patogeno (ELAD, 2000), retardando assim
o desenvolvimento da doenca (DE MARCO e FELIX, 2002).

Kapat et al. (1998) e Elad e Kapat (1999), mostraram que enzimas hidroliticas
produzidas por B. cinerea foram parcialmente desativadas por proteases produzidas por H.
lixii e demonstraram que a protease produzida por Trichoderma em cultura liquida reduziu a
germinacdo de esporos do patdgeno. Foi observado num isolado de T. harzianum a produgdo
da protease - caseina em meio de cultura liquida, apresentando propriedade de hidrodlise da
parede celular de M. perniciosa (DE MARCO e FELIX, 2002), sendo que provavelmente
atuem lisando lipidios e proteinas da parede celular do hospedeiro (FLORES et al. 1997).

2.5.4. Amilases

O amido ¢ um polimero de residuos de glicose ligados uns aos outros através de
ligagdes glicosidicas que sdo estaveis em pH alcalino, mas hidrolisadas em pH acido. Dois
tipos de polimeros estdo presentes no amido: amilose e amilopectina. Amilose ¢ um polimero
linear constituido de até cerca de 6000 residuos de glicose ligados por ligacdes glicosidicas
a- 1,4. A amilopectina consiste de pequenas cadeias lineares de 10 a 60 residuos de glicose
unidos por ligagdes a-1,6 (BULEON et al., 1998). As amilases sdo enzimas que atuam sobre
as ligacdes a-1-4 de polimeros de glicose como o amido e glicogénio, sendo as mais
importantes as e o amilases.

As P amilases sdo enzimas sacarificante que hidrolisam o amido fornecendo maltose,
sendo que as o amilases sdo enzimas dextrinizantes que atacam as ligagdes ao acaso,
fornecendo uma mistura de substancias denominada dextrina. As amilases parecem ndo ter
nenhum envolvimento nos processos antagonicos entre fungos. Porém, devido a ampla
distribuicdo deste polimero de glicose, o0 mesmo pode ter de forma indireta, um papel

importante na sobrevivéncia dos antagonistas (AZEVEDO et al., 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos

3.1.1. Microrganismos utilizados

Foram utilizados quatro subgrupos genéticos de Moniliophthora perniciosa (Stahel)
Singer (Tabela 3) ¢ diferentes espécies e isolados de Trichoderma spp (Tabela 4),
representantes de diferentes regides produtoras de cacau da Bahia e outros estados. As
linhagens de Trichoderma spp, doravante designadas por Tspp foram coletadas, identificadas
morfologicamente e cedidas pelo Centro de Pesquisas (CEPEC) e de M. perniciosa, doravante
designadas por Mp, pelo Laboratorio de Fitopatologia Molecular, ambos da CEPLAC

(Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira), [lhéus, Bahia - Brasil.

Tabela 3- Subgrupos de Moniliophthora perniciosa
utilizados e seus respectivos locais de origem

subgrupos Local de coleta
Mp1441 Ilhéus - BA
Mp1445 Ilhéus - BA
Mp1893 Mutuipe - BA

Mp1916 Macarani - BA




Tabela 4 - Isolados de Trichoderma spp utilizados e seus respectivos locais de origem.

Isolado Identificacao Hospedeiro Local de coleta Data da
coleta
Tps907 T. pseudokoningii ~ Tronco de cacau ~ Uruguca-BA 1991
Tps909 T. pseudokoningii ~ Solo CEPEC- Ilhéus- BA 1991
Tps913 T. pseudokoningii ~ Madeira CEPEC- Ilhéus- BA 1991
Tps1052 T. pseudokoningii ~ Vassouras/cacau  Rondonia - RO 1991
Tps1541 T. pseudokoningii ~ Vassoureiro Piracicaba-SP 1993
Th906 T. harzianum Madeira Uruguca - BA 1991
Thol1 T. harzianum Solo CEPEC- Ilhéus- BA 1991
Th1058 T. harzianum Vassouras/cacau ~ CEPEC- Ilhéus- BA 1991
Th1070 T. harzianum Solo Ubata - BA 1991
Ts2994 T. stromaticum Vassouras/cacau  Jaguariuna - BA 2001
Ts3454 T. stromaticum Cacau / Vassouras Ilhéus - BA 1992
Ts1441 T. stromaticum Cacau / Vassouras CEPEC- Ilhéus- BA 2008
Ts1445 T. stromaticum Cacau / Vassouras CEPEC- Ilhéus- BA 2008
Ts3461 T. stromaticum Cacau/Fruto Ilhéus - BA 1992
Ts3768 T. stromaticum Cacau / Vassouras Santo Amaro - BA 1993
Ts3109 T. stromaticum Vassouras/cacau  Jaguariuna-SP 2001
Ts4077 T. stromaticum Cacau/ Vassouras Almirante Cacau - BA 2004
Tlg3188 T. longibrachiatum  Cacau/ folha viva  Jacareci - BA 2001
Tpl925 T. cf. pilulliferum Solo Camacan - BA 1991
Tvr905 T. viride Solo Uruguca - BA 1991
Tvr1643 T. viride Cacau / Vassouras Belém-PA 1994
Trl612 T. reesei Cacau / Vassouras Ilhéus - BA 1994
Tat2076 T. atroviride Vassoureiro Uruguca - BA 1997
Tvi2007 T. virens Vassoureiro Ipiati - BA 2004

3.1.2. Métodos de manutencio das cepas

Varios métodos foram utilizados para conservacao dos fungos:

1))

adicionados 30 mL de 4gua destilada em vidros de penicilina de 50 mL, fechados e

Meétodo 1 (CASTELLANI, 1967) para manutencdo de Tspp e Mp: Foram
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autoclavados. Apos resfriamento, blocos de 0,5 cm de diametro obtidos de culturas jovens dos
fungos em meio agar batata dextrose (BDA- MERCK n. 1.10130), contendo micélio e
esporos, foram adicionados nos vidros e em seguida lacrados e mantidos a temperatura
ambiente (£ 24° C) no escuro. O meio BDA foi preparado a 20% e vertido em placas de Petri
(90 mm) em uma quantidade maior que o habitual para que os blocos ficassem mais espessos
e submersos na agua. Foi o método mais rotineiramente utilizado para obtencao de indculos
por ser mais pratico e de baixa contaminagao.

2) Meétodo 2- preservacao em leite (MOTA et al., 2003)): vidros de penicilina de
50 mL foram adicionados de 20 g de silica gel previamente desidratada, fechados e
autoclavados; os vidros que apoOs autoclavacdo apresentaram ganho de umidade (coloragdo
résea) foram descartados. Uma placa de Petri contendo cultivo de 8 d de Tspp foi adicionada
de 15 mL de leite em p6 a 10% previamente esterilizado e com auxilio de um bastao de ponta
romba, os esporos foram emulsionados ao leite. Pedacos de 0,5 x 0,5 cm de papel de filtro
esterilizado foram adicionados a placa, embebidos com a solu¢do de esporos e transferidos
para outra placa de Petri contendo papel de filtro estéril, onde permaneceram até secagem
parcial. Em seguida, com auxilio de uma pinca, uma média de seis pedagos de papel contendo
estruturas fungicas foi transferida para cada vidro de penicilina previamente preparado. Os
vidros foram lacrados e mantidos a temperatura ambiente (+ 24° C) no escuro.

3) Meétodo 3- preservagao em arroz (BUENO et al., 2007): sacos de polipropileno
contendo 100 g de arroz parboilizado e 60 mL de agua destilada foram autoclavados e apds
resfriamento foram inoculados com blocos de agar BDA contendo estruturas fungicas. Os
sacos foram fechados e apds esporulagao, graos foram transferidos para vidros de penicilina

estéreis contendo silica gel desidratada.

3.1.3. Producao dos inéculos

Nos experimentos realizados foram utilizadas estruturas fungicas mantidas pelos
métodos descritos anteriormente. Um ou mais blocos de agar, pedacos de papel de filtro ou
graos de arroz contendo estruturas fungicas foram inoculados em meio BDA acondicionado
em placas de Petri de 90 mm e mantidas a temperatura ambiente (24 + 2° C), por um periodo
de 9 d (Tspp) e 25 d (Mp), em fotoperiodo de 12 h. Indculos posteriores foram reproduzidos a
partir desta placa apenas até a quarta repicagem, sendo posteriormente os in6culos obtidos a

partir dos fungos em estoque, a fim de ndo se perder as caracteristicas genéticas dos mesmos.
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3.2. Estudo das caracteristicas de crescimento micelial, esporulacdo e germinacio de

Trichoderma spp in vitro

3.2.1. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e Potencial de
Velocidade de Crescimento Micelial (%IVCM) de Trichoderma spp in vitro.

A metodologia aplicada neste experimento foi baseada em Jackisch - Matsuura e
Menezes (1999) para a determinagdo do crescimento micelial e da taxa de crescimento dos
isolados de Tspp (Tabela 3). Com auxilio de alga cromo niquel, blocos de BDA de 5 mm de
diametro contendo estruturas fungicas de Tspp com 9 d de idade foram individualmente
retirados das placas e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (triplicata). As
placas foram seladas e mantidas a temperatura ambiente (24 + 2° C) em regime de foto
periodo de 12 h, sendo o experimento realizado em delineamento inteiramente casualizado. O
crescimento micelial radial foi quantificado através da medida (mm) do diametro,
previamente marcado na parte externa do fundo da placa de Petri com auxilio de régua
milimetrada, em dois intervalos de tempo, 24 e 48 h. Os resultados foram utilizados para o
calculo do IVCM segundo a férmula de Oliveira (1991) modificada e o crescimento expresso

emcm. 24 h':

IVCM = ((D24h — 0) + (D48h — D24h)) / 2

Onde:
IVCM = Indice de Velocidade de Crescimento Micelial
D**" = Diametro médio em 24 h de incubacao
D*" = Diametro médio 48 h de incubagio
Os percentuais individuais de IVCM (%IVCM) dos isolados de Tspp avaliados foram
determinados tomando-se como 100% o maior valor de velocidade de crescimento micelial

médio encontrado.

3.2.2. Producido de Esporos (PE) e Potencial de producio de esporos (%PE) em

placa por Trichoderma spp

A producdo de esporos foi avaliada coletando-se de uma placa de Petri contendo

micélio e esporos de Tspp de 9 d de idade (triplicata), um bloco de agar de 0,5 cm de didmetro
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da regido central, um da regido intermediaria ¢ um da regido periférica. Os blocos foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de uma mistura estéril na proporcao de 1:1
de solugdo de NaCl (0,89%, p/v) e Tween 80 (0,1%, v/v), perfazendo um total de nove tubos
para cada isolado. Apo6s remocao dos esporos por agitagdo em agitador Vortex por 3 min., foi
efetuada a contagem de esporos ao microscopio em Camara de Neubauer. O resultado,
expresso em numero de esporos por mL de suspensdo, foi efetuado segundo a formula N = ne.
F/nq. Vq (SPIER, 2005), em que:
N = namero de esporos por mL de suspensdo (esporos. mL™),
F = diluigdo
ne = nimero total de esporos contados,
nq = nimero de quadriculos contados,
Vq = volume do quadriculo: 4 x 10°. mL™.

Os Potenciais individuais de Esporulacao (%PE) dos isolados de Tspp avaliados foram

determinados tomando-se como 100% o maior valor médio de esporulagdo encontrado.

3.2.3. Percentual de Germinagio de esporos (%PGe) de Trichoderma spp in vitro

A viabilidade dos esporos das linhagens avaliadas foi quantificada através de
microcultivo e exame direto em lamina (MARQUES et al., 2004). Para a realizagdo dos
ensaios, foram previamente marcados trés circulos na face inferior de uma lamina (triplicata)
sendo na face oposta de cada circulo adicionada com auxilio de pipeta automatica (10 pL)
uma fina camada de BDA liquefeito. Cada lamina foi colocada em placa de Petri estéril, cujo
fundo foi recoberto por disco de papel de filtro umedecido com 5 mL de dgua destilada estéril.
Ap6s solidificagdo do meio de cultura, foram inoculados em cada circulo 25 pL de suspensao
de esporos na concentragio de 1 x 10’ esporos. mL™ (Figura 12), sendo entdo as laminas
mantidas a temperatura ambiente (24 + 2° C) durante 15 h. Apds este periodo, foi adicionada
uma gota de corante lactofenol de Aman sobre a area de cada circulo, para deter a germinacao
e facilitar a visualizag¢@o dos esporos. Em seguida, 100 esporos em cada area da ldmina foram
observados, utilizando-se microscopio com 400 aumentos. Foram contados esporos
germinados e ndo germinados, estabelecendo-se entdo a porcentagem de germinacao. Cada
lamina correspondeu a uma repeticao e para cada tratamento fizeram-se trés laminas. Foram
considerados germinados os esporos com tubo germinativo maior, ou igual, a sua menor

dimensdao (CHEAH e HORLOCK, 2007).
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Figura 12- Microcultivo de esporos de
Trichoderma  spp em
lamina de microscopia

3.2.4. Potencial de Crescimento (%PC) de Trichoderma spp in vitro

O potencial de crescimento dos isolados de Tspp foi determinado pela média
aritmética de seus percentuais individuais de velocidade de crescimento micelial (%IVCM),
percentual de producdo de esporos em placa (%PE) e o percentual de germinacdo de esporos

(%PGe), através da formula:

%PC= (%IVCM + %PE + %PGe) / 3

3.3. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de M. perniciosa
subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916 in vitro

A metodologia aplicada neste experimento foi a mesma utilizada para determinagdo do
IVCM dos isolados de Tspp (JACKISCH - MATSUURA e MENEZES, 1999), sendo que os
cultivos foram incubados por 25 d e as medidas dos diametros radiais efetuadas no 3°, 7°, 15°,
20° e 25° d. Os resultados foram utilizados para o calculo do IVCM segundo a formula de

Oliveira (1991) modificada e o crescimento expresso em cm. 24 h™'.
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3.4. Estudo das caracteristicas antagonicas de Trichoderma spp a M. perniciosa
subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916.

3.4.1. Cultivo de Trichoderma spp e M. perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e

1916 pelo método da cultura pareada

As culturas pareadas do patdogeno e antagonista (MARIANO, 1993) foram efetuadas
transferindo-se inicialmente para uma placa de Petri (10 cm) com meio BDA (triplicata), a
uma distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda, um bloco de 0,5 cm de didmetro da
porcao periférica de placa contendo meio de agar batata dextrose (BDA) com micélio Mp
1441, 1445, 1893 e 1916. As culturas foram incubadas a 24 + 2° C em fotoperiodo de 12 h,
sendo efetuadas fotos diariamente dos cultivos com camara digital Kodak C310 (Figura 13
A). No 8°d de cultivo, foi transferido para o lado oposto a colonia de Mp, um bloco de 0,5 cm
de diametro obtido da margem periférica de placa contendo meio BDA com micélio e esporos

de Tspp (Figura 13 B).
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Figura 13- Esquematizagdo de cultura pareada
em placa com Trichoderma spp (circulo
vermelho) e M. perniciosa (circulo verde). A -
inoculagdo de Mp; B- inoculagdo de Tspp apods
8 d; C - medidas dos crescimentos radiais das
colonias do antagonista e patogenos a cada 5 d.
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As culturas foram incubadas a 24 + 2° C com foto periodo de 12 h, sendo efetuadas
fotos dos cultivos a cada 5 d por um periodo de 17 d, perfazendo o total de 25 d de cultivo
(Figura 13 C). As fotos dos cultivos foram individualmente editadas em Adobe Photoshop
CS3 10.10 para obtencdo de contraste de imagem das colonias do antagonista e patdgeno,
sendo efetuadas medidas de crescimento das colonias com auxilio de uma régua virtual

(Desktop Ruler 3.28).

3.4.2. Potencial de Micoparasitismo (%PM) de Trichoderma spp sobre M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916

Os Potenciais de Micoparasitismo de Tspp a Mp subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916 em
cultivo pareado foram determinados através das medidas dos raios das colonias do antagonista
(RCA) em diregdo ao patogeno, sendo considerado RAC = 9,0 cm equivalente a um %PM=
100%, sendo a colonia do patdogeno sobreposta pela colonia do antagonista. Isolados de Tspp

com valores de RCA < 9,0 foram considerados com um %PM= 0%.

3.4.3. Potencial de Antibiose (%PAT) de Trichoderma spp sobre M. perniciosa
subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916

O potencial de Tspp em inibir o crescimento dos subgrupos de Mp (%PAT) por
antibiose foram determinados através do método do cultivo pareado (MARIANO, 1993),
sendo o tempo de incubagdo dos cultivos determinado através de placas controle, em que um
bloco de 0,5 cm de didmetro de meio BDA com micélio dos subgrupos de Mp foi
individualmente transferido a 1,0 cm da borda de uma placa de Petri (90 mm) com meio BDA
(triplicata). As culturas foram incubadas a 24 + 2 °C com foto periodo de 12 h até que pelo
menos a coldnia de um dos subgrupos de Mp atingisse a extremidade oposta da placa, o que
se deu com Mp1445 aos 25 d de cultivo, sendo este o tempo de cultivo utilizado para os
cultivos pareados. Os Potenciais de Antibiose (%PAT) de Tspp a cada subgrupo de Mp foram
calculados pela formula modificada de Edington et al. (1971):

%PAT =[RCP — (RFP —RIP)/RCP]x100

Onde:
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%PAT: Potencial de Antibiose

RFP: raio final da coldnia do patégeno (cm) no 25° d de cultivo pareado

RIP: raio inicial da colonia do patégeno (cm) no 8° d de cultivo, ainda sem a presenca do
antagonista

RCP: raio da coldnia do patdgeno na placa controle em cultivo individual (25° d de cultivo)

3.4.4. Potencial Antagonico (%PA) de Trichoderma spp a M. perniciosa subgrupos
1441, 1445, 1893 e 1916

O Potencial Antagdnico (%PA) de Tspp aos subgrupos de Mp foi determinado pela

férmula:

%PA=(%PAT +%PM)/2

Onde:

%PA: Potencial Antagdnico de Tspp a Mp

%PM: Potencial de Micoparasitismo de Tspp a Mp
%PAT: Potencial de Antibiose de Tspp a Mp

3.5. Producio de Esporos em Arroz (PEA), Produtividade de Esporos em arroz (PPE)
e Potencial de Produtividade de Esporos em arroz (%PPE) por Trichoderma spp.

Sacos de polipropileno de 30 cm x 20 cm foram adicionados de 100 g de arroz
parboilizado e 60 mL de dgua destilada. Apds homogeneizacdo da mistura, a borda livre dos
sacos foi dobrada trés vezes e fechada com 3 grampos equidistantes sendo entdo autoclavados
por 30 min. Apos esterilizagdo, os sacos foram resfriados por 24 h, sendo o substrato
destorroado manualmente. Com auxilio de seringas descartaveis os sacos foram inoculados
individualmente (triplicata) com 6 mL de suspensdo de esporos na concentragio de 1. 107,
mL™" dos isolados de Tspp avaliados. Apds homogeneizacio os sacos foram incubados a
temperatura de 24 + 2° C por 3 d, sob fotoperiodo de 12 h para crescimento de micélio
(NIELLA, 2005). Apos o periodo de 3 d de incubagdo o substrato com micélio foi
homogeneizado manualmente, sendo os sacos abertos e incubados por mais trés d nas mesmas

condigdes, para esporulagdo, sendo posteriormente retirados assepticamente 5 g de arroz de
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cada saco e transferidos para placas adicionadas de silica gel e papel de filtro, onde
permaneceram para secagem por 3 d a temperatura ambiente. Apds secagem, o arroz de cada
placa foi transferido individualmente para Erlenmyers contendo 200 mL de 4gua destilada
estéril. Os frascos foram agitados em agitador Vortex por 3 min. para obtencdo de solucdo de
esporos, que foram contados em microscopio em camara de Neubauer, sendo o resultado
(PEA) expresso em esporos. gds™ (gds= grama de substrato seco). A produtividade de esporos
(PPE) por Tspp foi expressa em esporos. gds™. dia™', sendo considerado o numero de dias que
cada isolado levou para colonizar todo substrato e esporular.

Os Potenciais de Produtividade de Esporos (%PPE) dos isolados de Tspp foram
determinados a partir dos valores individuais de produtividade, tomando-se como referéncia

de 100% o maior valor de produtividade médio encontrado.

3.6. Potencial de Trichoderma spp para uso no Controle Biolégico (%PCB) de M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916

O Potencial de Tspp para uso no Controle Bioldgico (%PCB) de Mp subgrupos 1441,
1445, 1893 e 1916, foi determinado pela formula:

%PCB = (%PC +%PA+%PPE) /3

Onde:

%PCB: Potencial para uso no Controle Biologico de Mp

% PC: Potencial de Crescimento de Tspp in vitro

% PA: Potencial Antagdnico de Tspp in vitro

% PPE: Potencial de Produtividade de Esporos por Tspp em arroz.

3.7. Potencial de antibiose de Trichoderma spp a M. perniciosa por metabdlitos
volateis e nio volateis e antibiose de M. perniciosa a Trichoderma spp por

metabolitos nao volateis

3.7.1. Potencial de antibiose de Trichoderma spp a M. perniciosa por metabdlitos
nao volateis termoresistentes (%0AMNYV). Técnica do liquido metabdlico

(KEXTANG et al., 2002)
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Foram escolhidos para os experimentos que avaliaram a produ¢do de metabdlitos nao
volateis, os isolados que apresentaram a formacdo de halo entre as colonias nos cultivos
pareados com Mp (Tr1612 com Mpl441 e Mpl445; Tlg3188 com Mpl441, 1445 e 1916;
Tvi2007 com Mp1445; Th906 com Mp1916; Tps907 com Mp1445, Mp1893 ¢ 1916 ¢ Tps909
com Mpl445 e 1893). Frascos Erlenmeyers de 250 mL (triplicata) contendo 75 mL de meio
BD (batata dextrose) foram adicionados individualmente de 1 mL de uma suspensdo de
esporos de Tspp na concentragio de 1 x 107 esporos. mL™. Os frascos foram mantidos a
temperatura ambiente (24 + 2° C) por 20 d, sendo posteriormente os cultivos individualmente
filtrados com bomba de vacuo em papel de filtro Whatman n. 1, sendo o filtrado considerado
como extrato metabdlico bruto de Tspp. Apds centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min., os
filtrados foram acondicionados em tubos de ensaio e autoclavados a 121° C por 15 min.
(TIANHUI e DEXUN, 1994). Placas de Petri de 9 cm de diametro foram adicionadas
individualmente de 18 mL de meio BDA na concentracio de 1,5% de agar e 2 mL de extrato
metabolico bruto de Tspp (triplicata). Um bloco de + 0,5 cm de agar BDA, contendo micélio
de Mp foi inoculado no centro das placas, que foram mantidas a temperatura ambiente (24 +
2° C) por 25 d. As placas controle foram constituidas de cultivos de Mp nas mesmas
condigdes sem extrato metabolico bruto de Tspp. Apos periodo de incubagdo foram efetuadas
as medidas do crescimento radial das colonias de Mp e comparadas as medidas do
crescimento radial das coldnias das placas controle, sendo o percentual de inibi¢ao calculado

pela formula:

%AMNV =| (D1-D2)/D1]x100

Onde:
%AMNV: potencial de antibiose por metabolitos ndo volateis
D1: didmetro médio das colonias de Mp nas placas controle.

D2: diametro médio das colonias de Mp em cultivo com extrato metabdlico bruto de Tspp.

3.7.2. Potencial de Antibiose de Mp1445 a Tvi2007 por Metaboélitos ndo Volateis
termoresistentes (% AMNYV)
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Como em cultura pareada ocorreu formagao de halo entre as colonias de Tvi2007 e
Mp1445, foi avaliada a capacidade de Mp1445 em inibir o crescimento de Tvi2007 por
metabolitos ndo volateis. Para comparacdo de resultados realizou-se o mesmo experimento
utilizando-se Tvi2007 e Mp1893, que em cultura pareada ndo apresentaram formacao de halo.
Frascos Erlenmeyers de 250 mL (triplicata) contendo 75 mL de meio BD (batata dextrose)
foram adicionados individualmente de 3 blocos de meio BDA contendo micélio de Mp1445 e
Mp1893. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente (24 + 2° C) por 20 d, sendo
posteriormente o micélio separado por filtragdo e o filtrado considerado como extrato
metabolico bruto de Mp. Apds centrifugagdo a 8000 rpm por 10 min., os filtrados foram
acondicionado em tubos de ensaio e autoclavados a 121°C por 15 min. (TTANHUI ¢ DEXUN,
1994). Placas de Petri de 9 cm foram adicionadas individualmente de 18 mL de meio BDA na
concentragdo de 1,5% de agar e 2 mL de extrato metabolico bruto de Mp. Um bloco de + 0,5
cm de agar BDA contendo estruturas fungicas de Tvi2007 foi inoculado no centro de uma
placa de Petri (triplicata) e mantida a temperatura ambiente (24 + 2° C) por 7 d. As placas
controle foram constituidas de cultivos de Tvi2007 nas mesmas condi¢cdes sem extrato
metabdlico bruto de Mp. Apo6s periodo de incubagdo foram efetuadas as medidas do
crescimento radial das colonias de Tvi2007 e comparadas as medidas do crescimento radial

das coldnias das placas controle, sendo o percentual de inibigao calculado pela formula:

%Inibicdo =[ (D1-D2)/ D1]x100

Onde:
D1: didmetro médio das coldnias de Tvi2007 nas placas controle.

D2: didmetro médio das coldnias de Tvi2007 em cultivo com extrato metabolico de Mp

3.7.3. Potencial de Antibiose de Trichoderma spp a M. perniciosa por Metabélitos
Volateis (% AMYV)- Técnica da placa invertida.

Para os experimentos que avaliaram a produgdo de metabodlitos volateis foram
escolhidos isolados de Tspp que apresentaram diferentes graus de antibiose aos subgrupos de
Mp (Th911, Th1070, Tat2076, Tvr905, Tvi2007, Tlg3188, Tps1052, Tpl925 e Tr1612).

O método da placa invertida (BHARAT et al., 1980) foi modificado devido ao fato de

Mp apresentar um crescimento muito lento comparado ao rapido crescimento de Tspp. Placas
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de Petri (90 mm) contendo meio BDA 2 % foram inoculadas individualmente com blocos de
meio BDA contendo micélio dos diferentes subgrupos de Mp (triplicata), posicionados no
centro da placa. As culturas foram incubadas por 3 d a 24 + 2° C, em fotoperiodo de 24 h.
Apo6s o periodo de incubagdo, bases de placas de Petri (90 mm) contendo meio BDA e
inoculadas individualmente com blocos de meio BDA contendo micélio e esporos de Tspp,
foram posicionadas contra as bases de placas contendo cultivos de 3 d dos diferentes
subgrupos de Mp. As placas foram firmemente seladas com parafilme e mantidas de forma
que o antagonista ficasse na posicdo inferior e o patogeno na superior, a 24 + 2° C ¢ em
fotoperiodo de 12 h, até que as colonias das placas controle cobrissem toda superficie do agar
(9 cm). As placas controle receberam apenas Mp tanto na parte superior como na parte
inferior da placa de Petri. Apds periodo de incubagdo, o crescimento radial das coldnias do
patégeno foi mensurado (cm) e os valores obtidos foram comparados com aqueles das

colonias das placas controle, sendo o percentual de inibig¢ao calculado pela férmula:

%AMV =[(D1-D2)/DI1]x100

Onde:
%AMV: potencial de antibiose por metabolitos volateis
D1: diametro médio das colonias de Mp nas placas controle.

D2: didmetro médio das colonias de Mp em cultivo pelo método da placa invertida com Tspp.

3.8. Mecanismo de micoparasitismo por enzimas hidroliticas produzidas por

Trichoderma spp a M. perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916.

3.8.1. Producio de enzimas hidroliticas por Trichoderma spp em meios

especificos

Foram utilizados neste experimento, isolados de Tspp que apresentaram diferentes
Potenciais para uso no Controle Biologico (%PCB) de Mp subgrupos 1441, 1445, 1893 e
1916. Assim, os isolados Tr1612, Ts3454, Tvr2007, Tvi905, Th911, Th1070, Tat2076,
Tlg3188, Tpl925 e Tps1052 foram avaliados quanto as suas atividades enzimaticas em meio

liquido contendo substratos especificos. Erlenmeyers de 150 mL foram adicionados de 50 mL
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de meio TLE (glicose, 0,05%; uréia, 0,03%; KH,;POu, 0,1%; (NH4),SO4, 0,14%; MgSO,.
7H,0, 0,03%; CaCl,. 6H,0, 0,03%) e 1,0% do substrato especifico para producdo de enzimas
(quitina regenerada para quitinase, caseina para protease, amido de milho para amilase, papel
de filtro para celulase total e carboximetilcelulose para endoglucanase), sendo o pH ajustado
em 5,0 usando-se HCI 1N (DE MARCO et al., 2000). Os meios (triplicata) foram inoculados
individualmente com 1 mL de suspensdo de esporos 1 x 10’ esporos. mL™' obtidos de cultivos
de 8 d em meio BDA dos isolados de Tspp avaliados. As culturas foram incubadas a 24 +2°C
por 72 h, sendo posteriormente a massa micelial separada por filtracdo e o filtrado
centrifugado por 10 min. a 8000 rpm. O sobrenadante (extrato enzimatico bruto) foi separado

e mantido sob refrigeragdo por no maximo 24 h.

3.8.2. Producio de enzimas por Trichoderma spp em meio com M. perniciosa

como unica fonte de carbono

Os isolados Tvr2007, Th91l1, TIg3188 e Tpsl052, que apresentaram diferentes
capacidades de micoparasitismo tiveram seus perfis enzimaticos estudados em meio liquido,
suplementado individualmente com micélio seco de Mp como tnica fonte de carbono. Frascos
Erlenmeyers (250 mL) contendo 100 mL de meio Batata Dextrose (BD) foram adicionados
individualmente (triplicata) de 5 blocos de 0,5 cm de didmetro contendo micélio dos
diferentes subgrupos de Mp e incubados a 24 + 2° C por 20 d. Apds crescimento, o micélio foi
coletado por filtracdo em gaze dobrada 4 vezes e lavado com agua destilada estéril por 3
vezes, sendo posteriormente transferido para placas de Petri contendo papel de filtro. As
placas foram mantidas em estufa a 40 ° C até secagem do micélio que foi posteriormente
finamente triturado e utilizado como fonte de carbono.

Frascos Erlenmeyers (125 mL) contendo 25 mL de meio TLE (triplicata) foram
suplementados individualmente de micélio seco dos subgrupos de Mp na concentragdo de
0,5% e adicionados individualmente de 1 mL de suspensdo de esporos de (1.0 x 10" esporos.
mL™) de Tspp. Os cultivos foram incubados a 24 + 2° C por 24, 48 e 72 h, sendo retiradas
aliquotas de liquido metabolico e centrifugados a 4° C por 10 min. a 8000 rpm. Os
sobrenadantes (extrato enzimatico bruto) foram separados e mantidos sob refrigeragdo por no

maximo 24 h.

3.8.3. Proteinas Totais
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Foi determinada de acordo com o Método do Biureto descrito por Layne (1957). E um
método colorimétrico, cuja cor, que varia de rosa a purpura, ¢ formada devido ao complexo de
ions de cobre e o nitrogénio das ligacdes peptidicas, obtidas quando solu¢des de proteinas em
meio fortemente alcalino sdo tratadas com solugdes diluidas de ions cupricos. Preparo do
reagente de Biureto: 1,5 g de sulfato de cobre (CuSOs4. 5H,0) e 6,0 g de tartarato duplo de
sodio e potassio (KNaC4H4O¢. 4H,0) foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada. Sob
agitacdo constante, foram adicionados 300 mL de solu¢do de NaOH a 10% e 1 g de iodeto de
potassio (KI). O volume foi completado para 1L com 4gua destilada e o reagente guardado em
frasco ambar.

As proteinas totais foram quantificadas adicionando-se aos tubos de reacgdo (triplicata)
250 pL de extrato enzimatico bruto, 250 pL de tampao acetato de sdédio (0,05 M, pH 6,0) e 3
mL do reagente Biureto, sendo o tubo “branco” (triplicata) constituido de 500 uL de tampao
acetato de sédio (0,05 M, pH 6,0) e 3 mL do reagente Biureto. Os tubos foram levemente
homogeneizados, permanecendo em repouso por 10 min. a temperatura ambiente (24 + 2 ° C)
e as absorbancias determinadas a 540 nm. Para o calculo da concentracdo de proteinas a partir
das absorbancias obtidas foi construida uma curva de calibragdo utilizando soro albumina
bovina (BSA- Sigma CO.) na concentracio de 0,3 mg. mL’ como padrio, conforme

metodologia descrita na Tabela 5.

Tabela 5- Elaboragdo da curva padrao de BSA.

BSA
. H,O Biureto
Tubo s (0,3mg. mL")
(uL) (mL)
(uL)
Branco 0 500 2,0
1 50 450 2,0
2 100 400 2,0
3 150 350 2,0
4 200 300 2,0
5 250 250 2,0
6 300 200 2,0

Com base na equagdo C; - V;= C¢- Vy, foram calculadas as concentracdes finais (Cf) de
BSA em cada tubo, sendo expressa em mg. mL". A média das absorbancias e concentragdes

finais de BSA de cada tubo foram plotadas (eixos y e x, respectivamente) no programa Excel
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2007 para obten¢do da equacdo da reta (y= ax + b). Com base na equagdo da reta (x=y-b/
a), em que “y” representa o valor das absorbancias obtidas das leituras e “a” e “b” os
coeficientes lineares e angulares da reta fornecidos pela equagdo da curva de BSA, foi
calculado o valor de “x”, correspondente as concentragdes de BSA desconhecidos. As
concentragdes obtidas foram multiplicadas pelo fator de dilui¢do das amostras e o resultado

expresso em mg. mL™".

3.8.4. Protease total e especifica

A atividade de protease total foi avaliada adicionando-se aos tubos de reacdo (triplicata)
500 uL de solugdo de caseina 0,5% em tampao acetato de sddio (0,05 M, pH 6,0) e 250 uL de
tampao acetato de sédio; o tubo “branco” foi constituido de 500 pL de solugdo de caseina
0,5% e 500 pL de tampao acetato. Os tubos permaneceram incubados em Banho Maria a 37°
C por 5 min. para estabilizagdo da temperatura e apds foi adicionado 250 uL de extrato
enzimatico bruto aos tubos de reacdo. O sistema reacional permaneceu em Banho Maria a 37°
C por mais 20 min., sendo os tubos suavemente agitados a cada 5 min. para manter a caseina
em suspensdo. Apos periodo de incubacdo a reacdo foi paralisada pela adi¢do de 1,25 mL de
solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) a 10% gelado, sendo os tubos agitados e transferidos
para banho de gelo por 40 min., centrifugados por 10 min. a 8.000 rpm e o sobrenadante
transferido para outros tubos. As absorbancias dos sobrenadantes foram determinadas a 280
nm e comparadas com as concentragdes de uma curva padrdo de tirosina. Uma unidade de
atividade proteolitica (U. mL™. min.") correspondeu a quantidade de enzima requerida para
hidrolisar a caseina e produzir 1 pug de tirosina por minuto (WORTHINGTON ENZYME
MANUAL, 1982).

A atividade proteasica especifica foi calculada pela razao entre a atividade proteasica

total e a quantidade de proteinas contidas em 1 mL da amostra (U. mg. mL™).

3.8.5. Celulase

Foram dosadas as seguintes atividades celuloliticas: FPase que expressa a atividade de

celulase total e CMCase que expressa a atividade de endoglucanase (CARVALHO, 2008).

3.8.5.1. FPase
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Tiras de aproximadamente 1 x 8 cm (70 mg) de papel de filtro Whatman #1 (GHOSE,
1986), recortadas e enroladas, foram adicionadas a tubos de ensaio pré-incubados a 50°C
contendo 1 mL de tampao acetato de sodio 50 mM e 1 mL de extrato enzimdtico bruto. Apos
40 min. de incubagdo, a hidrolise foi interrompida com a adicdo de 3 mL de acido
dinitrosalicilico (ADNS) e seguiu-se a quantificagdo pelo Método de Acgucares Redutores,
sendo a absorbancia da solucao medida em 540 nm. Para quantificagao dos aguicares redutores
(AR) formados foi utilizada a equacdo de reta obtida da curva de calibragdo constituida de
padroes de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica (UFP) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de glicose por mL por minuto,

segundo a equacgao:

UFP:ARXDXV%XGXVG

Onde:

AR: acucares redutores

D: dilui¢do (mL)

Vt: volume total da reacdo (mL)
T: tempo da reagao (min.)

G: umol de glicose (0,18 mg)

Ve: volume utilizado do extrato enzimatico bruto (mL)
3.8.5.2. CMCase

A atividade da enzima endoglucanase foi avaliada pela medida da quantidade de
acucares formados a partir da hidrélise da carboximetilcelulose (CMC) (GHOSE, 1986).
Aliquotas de 0,6 mL de CMC de média viscosidade a 0,1% em tampao acetato (50 mmol/l,
pH 5,0) foram adicionadas aos tubos de reag¢do e tubos “branco” (triplicata) e mantidos em
banho Maria a 50°C por 5 min. para estabilizacdo da temperatura. Posteriormente, foram
adicionados aos tubos de reagdo 0,3 mL de extrato enzimatico bruto e aos tubos do “branco”
0,3 mL de tampao acetato. Os tubos permaneceram incubados em banho Maria a 50° C por
mais 30 min., sendo agitados a cada 10 min. para manuten¢do do substrato em suspensao.
Ap6s o periodo de incubagdo, a reacdo foi interrompida com a adigdo de 1,5 mL da solugdo de
ADNS, sendo os tubos transferidos para banho de agua fervente por exatamente 5 minutos,

sendo em seguida resfriados em banho de agua a temperatura ambiente. Apos, foram
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adicionados 3 mL de 4gua destilada sendo o meio homogeneizado mediante inversao dos
tubos e a absorbancia das amostras determinada em 540 nm. Para quantificacao dos agucares
redutores (AR) formados foi utilizada a equacdo de reta obtida da curva de calibracio
constituida de padrdes de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica (UCMC) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de glicose por mL por minuto,

segundo a equacgao:

UCMC = AR X DXV% <G xVe

Onde:

AR: acucares redutores

D: dilui¢ao (mL)

Vt: volume total da reacdo (mL)
T: tempo da reagao (min.)

G: umol de glicose (0,18 mg)

Ve: volume utilizado do extrato enzimatico bruto (mL)
3.8.6. P 1-3 glucanase

A atividade B-1,3-glucanase foi determinada pelo método descrito por Silva (2008),
medindo-se a quantidade de agucar redutor liberado de laminarina. Em 100 pL de solucao de
laminarina 1% diluida em tampao acetato de sodio 100 mM pH 5,0 , foram adicionados 100
pL de extrato bruto. A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos e posteriormente
acrescentado 800 puL do reagente DNS. O sistema foi fervido em Banho Maria por 5 minutos
e a quantidade de agucar redutor formado foi estimada espectrofotometricamente a 540 nm,
utilizando glicose como padrdao. A quantidade de actcar redutor formada foi quantificada
espectrofotometricamente, utilizando-se uma curva padrdo construida com glicose. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima que

libera 1 pmol de agtcar redutor por minuto, sendo expressa em U. mL™". min.™.
3.8.7. Amilase

Nos ensaios utilizando substrato especifico, a atividade amilolitica foi determinada por

dois métodos diferentes, utilizando amido como substrato. O primeiro denominado de
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atividade dextrinizante (a- amilase), baseia-se na variagdao da intensidade da cor do complexo
iodoamido. O segundo denominado de método sacarificante (B- amilase), baseia-se na
producdo de agucares redutores (MILLER, 1959). Nos ensaios utilizando Mp como substrato,

foi avaliada apenas a atividade amilolitica dextrinizante.

3.8.7.1. a- amilase (atividade dextrinizante) (FUWA, 1954)

Para a atividade de a-amilase, foram adicionados aos tubos de reacdo (triplicata) 0,3 mL
de solugdo de amido soltuvel a 1,0% (previamente aquecido em Banho Maria para dissolugao
total do amido), 0,3 mL de tampao acetato de sédio 0,IM (pH 5,0) e 0,2 mL do extrato
enzimatico bruto. A mistura foi incubada a 50°C por 20 min. e a rea¢do interrompida com a
adicao de 0,3 mL de acido acético (1 M) ¢ 0,3 mL da solugdo de iodo/iodeto (1% de iodo em
etanol absoluto, 10% de iodeto de potassio e agua destilada na proporgao de 1v: 1v: 3v) e 10
mL de agua destilada. Apos homogeneizagdo, a absorbancia foi determinada a 660 nm. A
quantidade de amido consumido ¢ calculada de acordo com a equagdo da reta derivada de
uma curva padrio construida com quantidades crescentes de amido soltvel (0 — 1,5 mg. mL™)
a partir de uma solugdo estoque a 83,3 mg. mL"'. Uma unidade de atividade amilolitica
dextrinizante (UAD) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessdria para

hidrolisar 1mg de amido por minuto de reagao.

3.8.7.2. B- amilase (atividade sacarificante)

A atividade de B- amilase foi determinada pelo método descrito por Okolo et al.
(1995). Os tubos de reagdo (triplicata) foram adicionados de 1,0 mL de amido soluvel a 1%
(previamente aquecido em Banho Maria para dissolugdo total do amido), 0,5 mL de tampao
acetato de sodio 0,IM (pH 5,0) e 0,3 mL do extrato enzimatico bruto. Apoés 10 min. de
incubagdo a 50° C, foram adicionados aos tubos 2 mL de reagente ADNS. Os tubos foram
fervidos por 5 min. em Banho Maria, resfriados e a leitura das absorbancias efetuadas em 540
nm. Os tubos “branco” consistiram apenas de 1,0 mL de amido soluvel a 1%, 1,0 mL de
tampao acetato de s6dio 0,1M (pH 5,0) e 2 mL de reagente ADNS. A equagdo da reta de uma
curva utilizando a glicose como padrao foi usada para o célculo da concentragdo de f amilase
(mg. mL™), sendo o resultado multiplicado pelo fator de diluigdo. Uma unidade de p amilase
(UBA) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 mg de acucar redutor por

minuto de reacao.
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3.8.8. Quitinase

A atividade de quitinase foi determinada pela quantificacdo dos actcares redutores
(método do ADNS) (MILLER, 1959) liberado da quitina. Os tubos de reacdo foram
adicionados de 0,5 mL de quitina regenerada (0,25%) dissolvida em tampao acetato de sodio
50 mM pH 5,2 (MOLANO et al., 1977) e incubados por 5 min. a 37° C. Apds este periodo, os
tubos foram acrescentados de 0,5 mL de extrato enzimdtico bruto, permanecendo incubados
por 12 h a 37° C, sob agita¢do. Os tubos “brancos” foram constituidos de quitina regenerada e
tampao (2 mL). Ap6s periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a 8.000 rpm por 15
minutos, sendo 0,25 mL dos sobrenadantes transferidos para outros tubos e acrescentados de
1 mL do reagente ADNS. Os tubos foram fervidos em Banho Maria por 5 min., esfriados em
agua e a absorbancia lida em 540 nm. A quantidade de agucares redutores formados (AR) foi
calculada utilizando a equagdo de reta obtida de uma curva utilizando a glicose como padrao
(AGUSTINHO, 2007). Uma unidade de enzima (UQ) foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para produzir 1 pmol de agtcar redutor por h, sendo utilizada a formula:

_ AR x D xVt
uQ = * ><%xGxVe

Onde:

AR: agtcares redutores

D: diluigao (mL)

Vt: volume total da reacao (mL)
T: tempo da reagdo (min.)

G: umol de glicose (0,18 mg)

Ve: volume utilizado do extrato enzimatico bruto (mL)

A quitina regenerada foi preparada pela acetilagdo de quitosana conforme descrito por
Molano et al. (1977). Um grama de quitosana foi dissolvido em 100 mL de &cido acético 10%
(v/v), macerado em um graal de porcelana e incubado por 17 h a temperatura ambiente. Apds
este periodo foram adicionados, lentamente, 30 mL de metanol e a solucdo obtida foi filtrada
em gaze. O filtrado foi adicionado de anidrido acético, sob agitacdo lenta, até que a solugao
ficasse gelatinosa. Essa solugdo foi deixada para solidificar por 30 minutos a temperatura

ambiente. A mistura gelatinosa foi homogeneizada em um liquidificador com 1,0 volume de
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metanol e, posteriormente, centrifugada a 8.000 rpm por 30 minutos. O sedimento foi lavado

exaustivamente com agua destilada até a sua neutralizagao (pH 7,0) e em seguida utilizado.

3.8.9. Determinacio dos acucares redutores (AR)

As atividades das enzimas B 1-3 endoglucanase, p - amilase, CMCase, FPase e
quitinase foram determinadas pela quantificacdo dos actcares redutores (AR), procedida pelo
método do &cido 3,5- dinitrosalicilico (ADNS) (MILLER, 1959), conforme recomendagdo da
IUPAC (GHOSE, 1986). De acordo com este método, o ADNS sofre reducdo de um de seus
grupos nitro ao reagir com os carboidratos, formando um composto que apresenta forte
absor¢ao em 540 nm., conforme esquema abaixo:

O reagente ADNS foi preparado com a dissolucdo de 7,49 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico ¢ 14 g de NaOH em 1000 mL de agua destilada. Ap6s a dissolugdo, foram
adicionados 216,10 g de tartarato duplo de sodio e potassio (Sal de Rochelle), 5,37 mL de
fenol (fundido a 50°C) e 5,86 g de metabissulfito de sodio. O reagente foi rotineiramente
armazenado na temperatura ambiente. Para o procedimento analitico, foi adicionado um
volume apropriado do reagente DNS a um determinado volume das amostras a serem
analisadas em tubos de ensaio, conforme o ensaio enzimatico realizado. O meio reacional
permaneceu em agua fervente em Banho Maria por exatamente 5 minutos e, em seguida, foi
resfriado em banho de 4gua a temperatura ambiente. Apos a homogeneizacdo do meio
mediante inversao dos tubos ¢ quando necessario, uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida
para possibilitar a medicao da absorbancia e adequagdo a Lei de Lambert Beer. A absorbancia
das amostras foi medida em 540 nm e a quantificagdo dos AR foi realizada através de uma
curva de calibragdo utilizando o agticar redutor de interesse como padrdo. As solugdes-padrao

também foram submetidas ao mesmo procedimento das amostras.

3.8.10. Determinacio da Curva de Calibracio de Glicose pelo método de AR

Para elaboracdo da curva padrdo de glicose, dez tubos de ensaio (triplicata) foram
numerados de 1 a 10, sendo o tubo “0” destinado ao branco. Aos tubos foi adicionado um
volume inicial de uma solugio de glicose 10 mg. mL™" de 4gua destilada e de ADNS conforme
indicado na Tabela 6.

Apos fervura em Banho Maria e resfriamento, os tubos foram adicionados de 2,5 mL de

agua destilada e as absorbancias determinadas a 540 nm. Com base na equacgdo C; - V;= Cg¢-
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V¢ foram calculadas as concentragdes finais (Cf) de glicose em cada tubo, sendo expressa em
mg. mL™. A média das absorbancias e concentracdes finais de glicose de cada tubo foram
plotadas (eixos y e x, respectivamente) no programa Excel 2007 para obtengdo da equagdo da

reta (y=ax + b).

Tabela 6- Elaboragdo da curva padrao de glicose

Glicose ‘
Tubos 10 mg. mL™ éﬁﬁ? A(III)E)S
(mL)
0 0,000 0,500 0,3
1 0,050 0,450 0,3
2 0,075 0,425 0,3
3 0,100 0,400 0,3
4 0,150 0,350 0,3
5 0,175 0,325 0,3
6 0,200 0,300 0,3
7 0,250 0,250 0,3
8 0,275 0,225 0,3
9 0,300 0,200 0,3
10 0,350 0,150 0,3

[

Com base na equagdo da reta (x=y - b / a), em que representa “y” o valor das
absorbancias obtidas das leituras e “a” e “b” os coeficientes angulares da reta fornecidos pela
equagao da curva de glicose, foi calculado o valor de “x”, correspondente as concentragdes de
acucares redutores (AR) desconhecidos. As concentragdes obtidas foram multiplicadas pelo

fator de diluigdo das amostras e o resultado expresso em mg. mL™.

3.9. Crescimento e esporulacio de Trichoderma spp sobre vassouras de bruxa
esterilizadas e sobre vassouras de bruxa infectadas por Mp subgrupos 1441,

1445, 1893 ¢ 1916

3.9.1. Desinfeccio e esterilizacdo de vassouras infectadas por M. perniciosa para

testes de colonizagio por Trichoderma spp
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Vassouras de bruxa secas e infectadas por MpSD (subgrupo desconhecido), cedidas
pelo Laboratério de Biocontrole do CEPEC- CEPLAC (Ilhéus, Bahia), foram cortadas em
segmentos de 10 cm, lavadas em 4gua corrente, submersas por 20 min. em solugdo de
hipoclorito de sodio a 1% (v/v) e lavadas novamente com agua destilada estéril, sendo
posteriormente transferidas para cestas vazadas para eliminagdo do excesso de desinfetante
(PURDY, 1990). As vassouras desinfetadas foram transferidas para sacos de polipropileno e
esterilizadas a 121° C por 1 h por 3 d consecutivos e alternados (tindaliza¢do). As vassouras

esterilizadas foram mantidas nos sacos em temperatura ambiente até sua utilizagao.

3.9.1.1. Teste de esterilizacio de vassouras (SANOGO et al., 2002)

Para testar se os segmentos de um determinado grupo de vassouras infectadas e
esterilizadas (item 3.9.1) ndo apresentavam mais infec¢do por MpSD, 5 segmentos de
vassouras esterilizadas foram retirados de cada saco de polipropileno e transferidos para
camaras umidas constituidas de placas de Petri de 15 cm adicionadas de duas camadas de
papel de filtro estéril e 5 mL de dgua destilada estéril. As placas foram mantidas a temperatura
de 24 + 2° C por 20 d. Os controles consistiram de segmentos ndo autoclavados e que tiveram
0 mesmo tratamento. A auséncia de micélio branco emergindo das extremidades distais dos

segmentos apos o periodo de incubagao indicava auséncia de infecgao.

3.9.2. Producio de micélio de M. perniciosa subgrupos 1441, 1445 e 1893 em

meio farelo de trigo e vermiculita (MFV)

Vidros de boca larga foram adicionados de 30 g de meio sélido (MFV) constituido de
uma mistura homogénea de farelo de trigo (50 g), vermiculita (40 g), CaSO4. 2H,0 (12 g),
CaCOs (1,5 g) e 120 mL de agua destilada, sendo os vidros tampados com polipropileno e
esterilizados a 121° C por 30 min. (NIELLA, 2000). Apos resfriamento, o meio foi
homogeneizado assepticamente com espatula e individualmente inoculado com 5 blocos de
BDA contendo cultivo de 20 d de Mp subgrupos 1441, 1445, 1893 ¢ 1916 (quintuplicata) e
incubados a 24 + 2° C sob fotoperiodo de 12 h até colonizagdo de todo meio (15 a 25 d).

3.9.3. Infecciio de vassouras esterilizadas por M. perniciosa subgrupos 1441, 1445,
1893 e 1916
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Segmentos de vassouras esterilizadas (item 3.9.1) foram submersos em Beckers
contendo agua destilada previamente esterilizada por 20 a 30 min., a fim de se elevar o
contetdo de umidade das vassouras a aproximadamente 40%. Média de 8 segmentos de
vassouras umedecidas foram individualmente inoculadas pelas suas extremidades distais nos
vidros com MFV, contendo os cultivos dos diferentes grupos de Mp (item 3.11.3) (Figura 14),
de modo a produzir, em média, 40 vassouras infectadas de cada subgrupo. Os vidros foram
incubados a 24 + 2° C sob fotoperiodo de 12 h, até que a colonizagdo atingisse 4 dos
segmentos de vassoura (20 a 40 d), ficando, portanto a extremidade final livre de micélio de

Mp.

Figura 14- Infec¢do de vassouras
de bruxa esterilizadas por M.
perniciosa, crescido em meio
farelo de trigo e vermiculita.

3.9.4. Coloniza¢ao de vassouras infectadas in vitro por M. perniciosa subgrupos
1441, 1445, 1893 e 1916 por Trichoderma spp

Isolados de Tspp que apresentaram in vitro diferentes potenciais de micoparasitismo a
Mp foram avaliados quanto as suas capacidades de colonizar vassouras infectadas por Mp.
Assim, Th911 foi avaliado quanto a sua capacidade de colonizar vassouras infectadas por Mp
1445 e Mp1916; Tvi2007 por vassouras infectadas por Mp Mp1893; Tig3188 por vassouras
infectadas por Mp 1445 e Mpl893 e Tpsl1052 por vassouras infectadas por Mpl441 e
Mp1445. Trés segmentos de vassouras infectados por cada subgrupo de Mp (item 3.9.3), apos
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imersdo em agua destilada estéril por 20 a 30 min., foram acondicionadas em placas de Petri
de 12 cm de didmetro (triplicata) contendo 2 discos de papel de filtro estéreis e 8 mL de agua
destilada estéril. Sobre o " final de cada vassoura de bruxa, livre de micélio de Mp, foram
inoculados individualmente esporos de Tspp obtidos de cultivos de 8 d em BDA. As placas
foram seladas com parafilme e mantidas a 24 + 2° C sob fotoperiodo de 12 h, por 20 a 25 d.
As placas controle consistiram de vassouras esterilizadas ndo tratadas com Tspp. Apds o
periodo de incubacdo, foi observada a presenca de esporos na superficie dos segmentos. A
capacidade de colonizacdo foi considerada positiva quando foram observados esporos sobre a

superficie dos segmentos.

3.9.5. Colonizac¢ao de vassouras esterilizadas por Trichoderma spp

Foram utilizados neste experimento isolados de Tspp que apresentaram em cultivos
pareados diferentes capacidades de micoparasitismo (Th911, Tps1052, Tlg3188 e Tvi2007) e
segmentos de vassouras esterilizadas (item 3.9.1). Ap6s imersdao em agua destilada estéril por
20 a 30 min., trés segmentos de vassouras esterilizadas foram acondicionados em placas de
Petri de 12 cm de didmetro (triplicata) contendo 2 discos de papel de filtro estéreis e 8 mL de
agua destilada estéril. Com auxilio de uma alc¢a, foram transferidas para as extremidades
distais das vassouras, esporos de Tspp obtidos de cultivos de 8 d em BDA. As placas foram
seladas com parafilme e mantidas a 24 + 2° C sob fotoperiodo de 12 h, por 20 a 25 d. As
placas controle consistiram de vassouras esterilizadas ndo tratadas com Tspp. Apds o periodo
de incubagdo, foi observada a presenca de estruturas fungicas de Tspp na superficie dos

segmentos.

3.10. Analises estatisticas dos resultados

Os resultados obtidos nos ensaios de crescimento micelial, esporulagdo em placa e em
arroz, germinacao de esporos, potenciais antagdnicos € potenciais para uso em controle
bioldgico, foram submetidos a analise de variancia, seguido do teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (SCOTT e KNOTT, 1974). Os demais ensaios foram submetidos a analise de
variancia pelo teste t e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,

pelo programa SPSS Statistic 17.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo das caracteristicas de crescimento micelial, esporulacédo e germinacao de

isolados de Trichoderma spp in vitro

4.1.1. Consideragdes preliminares

A maioria dos trabalhos de pesquisa sobre biocontrole avalia isoladamente diversas
caracteristicas do antagonista e patdgeno de importancia ao processo antagdénico, entretanto,
como a escolha de um bom antagonista depende do mesmo reunir uma série de qualidades
que atuem em conjunto na natureza, como obter um indice que as represente? Assim, neste
trabalho foram estabelecidos “indices” que buscam definir quais os isolados de Tspp que
reinem as melhores caracteristicas de importancia para o controle biologico de Mp. As
caracteristicas avaliadas foram transformadas em “valores percentuais”, os quais representam
os “Potenciais” dos isolados: Potencial de Crescimento (%PC), que resulta da média
aritmética dos Potenciais de Velocidade de Crescimento Micelial (%IVCM), de Esporulagao
em placa (%PE) e de Germinacao de esporos (%PGe); Potencial Antagonico (%PA), que
expressa a média aritmética dos Potenciais de Micoparasitismo (%PM) e Antibiose (%PAT) e
Potencial de Produtividade de esporos em arroz (%PPE), representados pelos percentuais de

produtividade de esporos em arroz. A média aritmética destes potenciais resulta no Potencial
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do isolado para uso em Controle Bioldgico (%PCB), obtendo-se, portanto, um indice que
determina qual o(s) isolado(s) que apresenta in Vitro o melhor conjunto das qualidades
necessarias a um candidato para uso em biocontrole. Posteriormente, estes resultados foram
confrontados com a habilidade de crescimento no substrato alvo (vassoureiro), entre outros

estudos.

4.1.2. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e Potencial de

Crescimento Micelial (%1VCM) de isolados de Trichoderma spp in vitro

Os isolados de Trichoderma utilizados neste estudo tiveram suas capacidades de
crescimento micelial avaliadas para se determinar in vitro quais os isolados mais agressivos.
Na natureza, o antagonista deve competir por espago e nutrientes com o fitopatdogeno
(MARTINS-CORDER e MELO, 1998) e, portanto, ¢ de extrema importancia que um fungo a
ser utilizado em biocontrole apresente uma boa velocidade de colonizagdo, o que determina
sua habilidade em se estabelecer no substrato alvo (SANOGO et al., 2002). Se o fungo ndo
apresentar abundante esporulagdo e elevada germinacdo dos esporos, pode degenerar e
resultar em uma baixa colonizacdo do substrato ou formacdo de propagulos de vida curta
(SANOGO et al., 2002).

Os resultados da velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos isolados de Tspp
avaliados estdo apresentados na tabela 7. Os isolados que apresentaram maior crescimento
micelial nas primeiras 24 h foram Ts1441 e Ts1445 (2,47 cm) seguidos de Tpl925 e Ts3109
(2,40 cm). Nas 24 h seguintes, entretanto, Tpl925 apresentou crescimento mais agressivo
(6,24 cm), resultando no maior IVCM (p<0,05), de 4,32 cm. Tps909 ndo apresentou
crescimento nas primeiras 24 h, obtendo o pior IVCM (p<0,05), de 1,35 cm.

Deve se levar em consideragdo que o meio de cultura pode afetar o crescimento
micelial de fungos (DOMINGUES et al., 2000), sendo que a resposta diferencial dos isolados
a velocidade de crescimento em meio BDA pode ter ocorrido pelo fato dos microrganismos
metabolizarem nutrientes com habilidades diferentes e com isto afetar a sintese de
macromoléculas essenciais ao crescimento (GRIFFIN, 1993).

Observa-se ainda na tabela 7, que isolados da mesma espécie diferem em seus [IVCMs,
como por exemplo, T. harzianum 911, 1058 e 1070 (p=0,05), o mesmo ocorrendo entre
isolados de T. pseudokoningii (1052, 907, 1541, 913 e 909), T. viride (1643 e 905) e de T.
stromaticum (1445, 1441, 4077, 3461, 3454 ¢ 2994). Th911 e Th906, Ts1441 e Ts3768,



85

porém apresentaram o mesmo IVCM (p>0,05). Estes resultados demonstram existir grande

variabilidade intraespecifica em relacdo a esta caracteristica.

Tabela 7 — Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de isolados de
Trichoderma spp calculado a partir de cultivos em BDA a temperatura de 24 + 2°C e
fotoperiodo de 12 h.

Isolados Crescimento radial das colonias (cm)

24h 48 h IVCM (cm. 24 h™)
Tpl925 2,40 (+ 0,003) 6,24 (+ 0,015) 4,32 (£ 0,009)"
Tps1052 1,83 (£ 0,006) 5,84 (+ 0,006) 3,84 (+ 0,000)"
Tvi2007 2,13 (£ 0,006) 5,46 (+0,009) 3,80 (+ 0,003)°
Tat2076 0,30 (+ 0,006) 6,98 (+ 0,006) 3,64 (+ 0,007)°
Tho11 1,92 (+ 0,009) 5,30 (+ 0,007) 3,61 (+0,003)"
Th906 1,33 (£0,015) 5,80 (£ 0,015) 3,57 (£0,015)"
Ts1445 2,47 (£0,017) 4,40 (£ 0,043) 3,44 (£ 0,015)"
Tig3188 1,52 (+ 0,006) 5,32 (£ 0,007) 3,42 (£ 0,000)"
Ts3109 2,40 (£ 0,009) 4,41 (+£0,023) 3,40 (£ 0,015)"
Ts1441 2,47 (£0,021) 4,02 (£0,033) 3,24 (+ 0,023)°
Ts3768 1,98 (£ 0,041) 4,44 (+ 0,026) 3,21 (£0,013)°
Tvr1643 1,08 (£ 0,015) 5,22 (+0,020) 3,15 (£ 0,017)"
Ts4077 1,02 (+ 0,020) 4,84 (+ 0,023) 2,93 (+0,021)!
Tvr905 0,82 (£ 0,003) 4,89 (£ 0,003) 2,86 (+ 0,003)"
Ts3461 1,63 (+0,035) 3,62 (£ 0,019) 2,63 (+ 0,009)'
Th1058 1,07 (£ 0,037) 4,03 (+0,046) 2,55 (£ 0,003)¢
Tps907 0,45 (+0,029) 4,20 (+ 0,006) 2,33 (£ 0,012)"
Ts3454 1,16 (£ 0,009) 3,44 (£ 0,006) 2,30 (£ 0,000)"
Th1070 1,28 (£ 0,003) 3,20 (+0,009) 2,24 (£ 0,003)
Tps1541 0,13 (+£0,010) 4,14 (£0,012) 2,14 (£0,010)"
Tps913 0,70 (£ 0,015) 2,99 (£ 0,019) 1,85 (£ 0,015)°
Tr1612 0,72 (£ 0,015) 2,17 (£0,007) 1,45 (£ 0,007)"
Ts2994 0,50 (£ 0,006) 2,29 (£0,010) 1,40 (£ 0,003)?
Tps909 0,00 (+ 0,000) 2,70 (+0,012) 1,35 (£ 0,006)*

Os resultados representam as médias das triplicatas estando os erros padrdo
indicados entre parénteses. Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes

(p <0,05) de acordo com o teste Scott-Knott.
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Os valores de crescimento micelial obtidos sdo semelhantes aos encontrados por
outros autores com T. harzianum: 6,48 a 9,0 cm. 48 h'! (PERES e MELO, 1995), 3,76 a 7,83
cm. 48 h™' (LISBOA et al., 2007) ¢ 8,78 27,23 cm. 48 h™' (ALVARENGA et al., 2007); ja com
Trichoderma sp., Moino Jr e Alves (1999) encontraram um crescimento micelial de 6,6 cm.
48 h', sendo que estes resultados também comprovam a existéncia de variabilidade
intraespecifica. As diferencas nos valores de crescimento micelial citadas e as obtidas neste
trabalho podem ndo ser devidas a real capacidade dos isolados, mas as condigdes
experimentais utilizadas que interferem no crescimento micelial, tais como a composi¢ao e
pH do meio de cultura (KUES e LIU, 2000) e temperatura (COLAUTO et al., 2008), que
afetam a disponibilidade e absor¢ao de nutrientes.

Os resultados de IVCM descritos na tabela 7 foram transformados em valores
percentuais para obtencdo do Potencial de crescimento micelial (%IVCM) dos isolados
avaliados, sendo considerado como 100% o valor apresentado por Tpl925 e posteriormente
calculado os valores percentuais dos demais isolados, estando os resultados apresentados na
Figura 15. O isolado de maior %IVCM foi Tpl925 seguido de Tpl925, Tps1052, Tvi2007,
Tat2076, Th911 e Th906, que apresentaram um %IVCM entre 80% e 90%, em relacdo a
Tpl925.

A habilidade de Trichoderma spp crescer profusamente sob condi¢des climaticas
diversas e de apresentar rapido crescimento micelial (ANTAL et al., 2000), faz com que seja
um 6timo competidor, uma vez que compete por espago € nutrientes em detrimento a outros
microrganismos, podendo suprimir o crescimento de fitopatogenos (SIMON e
SIVASITHAMPARAM, 1998).

Esse género apresenta caracteristicas essenciais para um agente de controle biologico,
como auséncia de impacto negativo ao meio ambiente, presenga de estruturas de reproducao
de facil propagacdo, principalmente em substratos naturais (SPIEGEL e CHET, 1998),
capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis, além de conter populacdes de

patdgenos em condi¢des de solo diferentes (VINALE et al., 2008).
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Figura 15- Potencial de Velocidade de Crescimento Micelial (%IVCM) de Trichoderma spp in
vitro. As barras verticais representam os desvios padrdo das médias (triplicatas). Médias
seguidas da mesma letra ndo sdo significantes de acordo com o teste Scott-Knott.

Especificamente no biocontrole de Mp, a pulverizacdo de esporos de Tspp visa a
colonizacdo das vassouras que apresentam o patégeno na fase saprofitica e consequénte
diminui¢do da formacao de basidiomas (BASTOS, 1988a), que sdo as formas que disseminam
a doenca através da liberacdo de esporos. Neste sentido, apresentar um rapido crescimento
micelial, competindo com Mp presente nos tecidos das vassouras secas o torna um Otimo
competidor natural. O mecanismo antagdnico por competi¢do de T. stromaticum a Mp ja foi
descrito por Bastos (2000), no qual o antagonista elimina o patégeno por inani¢do, uma vez
que compete por nutrientes e espaco, mas ndo foram encontrados relatos sobre a velocidade
de crescimento micelial. Outros pesquisadores também relataram em seus trabalhos a
capacidade de competicdo por nutrientes exercida por isolados de Trichoderma a diversos
fitopatogenos (SIVAN e CHET et al., 1989a; KOHL e FOKKEMA, 1998; HARMAN, 2006;
ABDEL-FATTAH et al., 2007; GALLETTI et al., 2008).

4.1.3. Producéo de Esporos (PE) e Potencial de Esporulacéo (%PE) de isolados de

Trichoderma spp em placa

Os resultados da producao de esporos em placa, apresentados na tabela 8, mostram
que Tvr905 apresentou a maior produgdo de esporos em placa, de 9,40. 10° esporos. mL™"

(p=<0,05), seguido de Tvi2007, sendo a menor producdo apresentada por Ts4077 com 0,31.
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10® esporos. mL™" A produ¢io de esporos é freqiientemente expressa em indice de
esporulagdo, o qual indica o numero de esporos produzidos por grama de matéria seca ou por

grama de substrato carbonado inicialmente presente nos meios de cultura (ROUSSOS, 1985).

Tabela 8 — Produ¢do de Esporos (PE) por isolados de Trichoderma spp ap6s cultivos em
BDA por 9 d a temperatura de 24 + 2° C e fotoperiodo de 12 h.

Tspp Esporos. 10°. mL™" Tspp Esporos. 10°. mL™ Tspp  Esporos. 10°. mL™

Tvr905 9,40 (£ 0,044)*  Tps907 2,82 (+0,040)"  Tr1612 0,65 (+0,017)"
Tvi2007 838 (+0,023)®  Tpl925 2,68 (+0,039)"  Ts3768 0,56 (+0,031)™
Tps913 6,31 (£0,046)C  Tvrl643 2,52 (+0,038)"  Ts3461 0,46 (+0,017)™
Th1070 6,23 (+0,044)¢  Tpsl052 2,31 (+0,038)"  Ts4077 0,31 (£ 0,017) "
Tpsl541 599 (+£0,023)°  Tsl441 1,98 (+0,029)’
Tholl 581 (£0,043)®  Ts3454 1,98 (+0,029)’
Th906 5,78 (+0,029)°  Ts1445 1,36 (£ 0,049)"
Tps909 5,54 (+0,030)%  Ts3109 1,31 (+0,046)%
Tat2076 4,43 (£0,039)"  Ts1058 0,75 (+0,050)"
TIg3188 3,79 (+£0,023)¢  Ts2994 0,73 (+ 0,054)"

Os resultados representam as médias (triplicatas) estando os erros padrdo apresentados
entre parénteses. Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de
acordo com o teste Scott-Knott.

Tpl925, que apresentou o melhor %IVCM (Tabela 7), ndo teve boa producdo de
esporos (2,68. 10% esporos. mL™) (Tabela 8), o que significa que nem sempre estas
caracteristicas estdo relacionadas, fato relatado também em outro estudo com Trichoderma sp.
(BRITO, 2009) e com outros fungos (BARBOSA et al., 2002; DA CRUZ e PRESTES, 2009).

A comparacdo dos resultados apresentados na tabela 8 revela que os valores
encontrados sdo promissores quanto aqueles de outros autores, além de se comprovar a
variabilidade na produgdo de esporos em placa por Trichoderma sp. Peres e Melo (1995)
estudando T. harzianum obtiveram produgdo que variou de 0, 017 a 0,836. 10® esporos. mL™"
Cassiolato ¢ Melo (1999) encontraram variacdo entre 0,1 a 38 . 10° €sporos. mL" com
mutantes de T. harzianum e Karnataka (2007) obteve 0,0015. 10® esporos. mL™" por T. viride.
Resultados semelhantes foram encontrados por Padua et al. (2007), que obtiveram a produgao
de 8,15. 10° esporos. mL" por um isolado de T. harzianum e Alvarenga et al. (2007)
obtiveram a produg¢@o maxima por um dos isolados de T. harzianum avaliados (CEN168) de
5,04. 10%esporos. mL™".
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Quanto a produgdo de esporos (Tabela 8), os isolados também apresentaram
variabilidade intraespecifica, o que é demonstrada pelos resultados apresentados por T. viride
905 e 1643 (p<0,05), por T. pseudokoningii 913, 1541, 909, 907 ¢ 1052 (p<0,05), por T.
harzianum 1070, 911 e 1058 (p<0,05) e por varios de T. stromaticum. Igualmente ao IVCM,
Th911 e Th906 apresentaram a mesma produgdo de esporos (p=>0,05), o mesmo ocorrendo
com Tsl441 e Ts3454, Ts1445 e Ts3109, Ts1058 e Ts2994 e Ts3768 e Ts3461. A
variabilidade intraespecifica quanto a velocidade de crescimento micelial e produgdo de
esporos provavelmente se devem ao fato dos isolados serem de diferentes regides cacaueiras e
provavelmente adaptados as condigdes locais especificas.

Na figura 16 se visualiza claramente as diferencas de esporulagao entre os isolados de
Tspp, além das diferencas quanto as caracteristicas de colonia quanto a coloragdo de esporos,
que no género Trichoderma sdo tipicamente verdes, sendo, entretanto, os produzidos por T.

stromaticum de colorag¢do amarela.

82994 |~ 163764
Figura 16- Aspecto morfologico das colonias de isolados de Trichoderma spp ap6s cultivo
déem BDA por 9 d a temperatura de 24 + 2° C e fotoperiodo de 12 h.

Apesar das linhagens de Trichoderma spp caracterizarem-se por um crescimento

rapido, ha consideraveis variagdes em seu crescimento e esporulacio até mesmo quando sdo
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comparados os isolados da mesma espécie (PERES e MELO, 1995), o que estd de acordo
com os resultados obtidos neste trabalho, sendo que diferencas na esporulagao entre isolados
de uma mesma espécie sdo relatadas também para outros fungos. Barbosa et al. (2002)
encontraram varia¢do no crescimento radial e esporulagdo entre dois isolados de Verticillium
lecanii, entomopatogeno usado no controle bioldgico de pragas, quando cultivados em meios
diversos. Posteriormente, Monteiro et al. (2004) encontraram, para os mesmos isolados,
diferenca nas temperaturas preferenciais de esporulagdo. Sosa-Gomez e Alves (2000) também
encontraram diferenga significativa na produgdo de conidios entre dois isolados de Beauveria
bassiana (fungo entomopatogénico). Além disso, a esporulacdo ¢ afetada pelas condigdes de
cultivo, tais como fonte de carbono (FRIELL et al., 2008), luminosidade e injirias ao mic¢lio
(CASAS-FLORES et al., 2004) e fonte de nitrogénio e pH (STEYAERT et al., 2010a e
2010b).

Para obten¢do de indices percentuais que expressem os Potenciais de produgdo de
esporos (%PE) em placa, foi tomado como 100% o valor apresentado por Tvr905 e
posteriormente efetuado os calculos dos valores percentuais dos demais isolados, estando os
resultados apresentados na figura 17. Observa-se claramente um percentual decrescente no
%PE, principalmente pelos isolados de T. stromaticum (Ts) em relagdo a Tvr905, ndo sendo

encontrada na literatura relatos de producao de esporos em placa por esta espécie.
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Figura 17- Potencial de Esporulagao em placa (%PE) de isolados de Trichoderma spp in
vitro. As barras verticais representam os desvios padrdo das médias (triplicatas). Médias
seguidas da mesma letra ndo sdo significantes de acordo com o teste Scott-Knott.
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4.1.4. Potencial de Germinacao (%PGe) de isolados de Trichoderma spp

Os resultados dos Potenciais de germinacdo de esporos (%PGe) de Tspp estdo
apresentados na figura 18. Tpl925 e Tvi2007 obtiveram o melhor indice de %PGe (100% e
99%, respectivamente), ndo sendo significativa a diferenga entre eles (p=>0,05). Outros
isolados apresentaram um %PGe acima de 90%, tais como Tvr905 e Tvr1643 (97 e 96%,
respectivamente) que ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa na producao
(p=0,05), assim como Th1070, Tps907 e Th911 (93, 92 e 90%, respectivamente) para os quais
as diferengas também ndo foram significativas (p>0,05). A variabilidade intraespecifica de

resultados também foi observada quanto a germinagdo de esporos por Tspp.
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Figura 18- Potencial de Germinagdo de esporos (%PGe) de Trichoderma spp apos
microcultivo em lamina em meio BDA a 24 + 2° C por 15 h. As barras verticais representam
os erros padrao das médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes
de acordo com o teste Scott- Knott.

Resultados semelhantes foram obtidos quanto a germinacdo de esporos por
Trichoderma. Jackson et al. (1991) obtiveram também elevado percentual de germinagdo de
esporos de T. viride e T. pseudokoningii (95%) em meio com peptona a 1% apds 20h de
incubacdo. Mesmo em formulagdes de esporos armazenados, a viabilidade dos esporos de
Trichoderma se mantém, como relatado por Pedreschi e Aguilera (1997) que obtiveram uma
germinacdo entre 100 e 70% de esporos armazenados a 8 e 33 °C, respectivamente.
Nascimento et al. (2000) obtiveram média de germinacdo entre 80 e 100% de conidios de

Trichoderma armazenados em dleos vegetais.
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Os isolados de Ts apresentaram os menores %PGe;, entre 70 a 30% em relacao a
Tpl925, sendo o menor Potencial de germinagdo apresentado por Tr1612. Na figura 19,

observa-se a germinagdo em microcultivo de 15 horas de Tpl925 (100%) e de Tr1612 (26%).

Tpl925 Tr1612

Figura 19- Germinacdo de esporos de T. pilulliferum
(Tpl1925) e T. reesei (Tr1612) apds microcultivo em lamina
em meio BDA a 24 4+ 2° C por 15 h. (x 200).

4.1.5. Potencial de Crescimento (%PC) de isolados de Trichoderma spp

A associacdo dos Potenciais de Velocidade de Crescimento Micelial (%IVCM),
Esporulacdo (%PE) e Germinagdo de esporos (%PGe), resulta no Potencial de Crescimento
dos isolados avaliados (%PC), estando os resultados apresentados na figura 20, sendo o maior
%PC obtido por Tvi2007 (91,72%), seguido por Tvr905 (86,39%), Th911 (78,40%), Tpl925
(76,04%) e Th906 (73,82%), sendo todos significativamente diferentes (p<0,05). J4 Th1070,
Tat2076 e Tlg3188 apresentaram %PCs semelhantes (p=>0,05). Teoricamente, os isolados de
maior %PC teriam maior chance de colonizagdo do substrato na natureza, ndo por
apresentarem isoladamente uma ou outra caracteristica vantajosa, mas por no conjunto
apresentarem um bom crescimento micelial, esporulagdo e germinagao de esporos.

T. reesei apresentou o menor %PC, uma vez que nao houve nenhum bom resultado das
caracteristicas avaliadas isoladamente (Figura 20). Os isolados de Ts, devido ao baixo %PE e
%PGe (Figuras 17 e 18, respectivamente) também figuram com os piores %PCs, apesar de

serem os mais estudados e utilizados para o biocontrole de M. perniciosa (BASTOS, 2000a;
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SAMUELS, 2000). Nao existem relatos na literatura quanto ao estudo do desempenho desta

espécie quanto as caracteristicas avaliadas.
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Figura 20- Potencial de Crescimento (%PC) de Trichoderma spp in vitro. As barras verticais
representam os desvios padrdo das médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra nao
sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-Knott.

Pelos resultados apresentados nas figuras 15, 17 e 18, se a sele¢ao de um dos isolados
avaliados fosse realizada pelo seu Potencial de crescimento micelial, Tpl925 seria o melhor
candidato; se feita pela capacidade de esporulagdo e germinagdo seria Tvr905. No conjunto
das caracteristicas (Figura 20) Tvi2007 e Tvr905 se apresentaram como 0s mais promissores,
sendo que todos os isolados de T. pseudokoningii e T. stromaticum seriam descartados da

selecdo.

4.1.6. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de M. perniciosa subgrupos
1441, 1445, 1893 ¢ 1916

O crescimento dos diferentes subgrupos de Mp foi avaliado em BDA, sendo efetuadas

fotos a cada 5 d por 25 d, estando os resultados apresentados na figura 21.
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Mp indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Mp
(subgrupos)

(raio)

0,558 e008) | 0,68%002) 1500 00e 23801019 4.92Pu00

Mp1445

Mp1893

Mp1916

]
0528100y 06400y 401801y 5,638 2009 5825008

Figura 21- Indice de velocidade de crescimento radial (IVCM) de M. perniciosa
subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916 em cultivos de 3 a 25 d. Os resultados representam as
medias das triplicatas, seguidos dos erros padrdo. Letras da mesma cor representam
comparagdo de médias entre subgrupos e sendo iguais ndo diferem entre si de acordo com
o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Apo6s 3 d de cultivo, o subgrupo Mp1893 apresentou uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quanto a velocidade de crescimento micelial em relagdo aos outros
isolados, que apresentaram crescimento semelhante (p>0,05). Aos 7 d de cultivo Mp1445 se
destacou dos demais, com um crescimento radial de 1,86 cm (p<0,05), seguido de Mp1893,
tendo Mpl441 e Mpl916 igual crescimento (p=>0,05). Aos 25 d de cultivo, Mpl1445
permaneceu com o maior crescimento radial, seguido por Mp1893, Mp1916 ¢ Mp1441, todos

diferentes entre si (p<0,05, tendo os IVCMs dos isolados acompanhado o mesmo padrao.
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4.2. Estudo das caracteristicas antagonicas de Trichoderma spp a diferentes subgrupos
de M. perniciosa

4.2.1. Avaliacdo da metodologia proposta para andalise das capacidades de
micoparasitismo e antibiose de isolados de Trichoderma spp a diferentes

subgrupos de M. perniciosa pelo método da cultura pareada

A maioria dos trabalhos revistos na literatura (RINI ¢ SULOCHANA, 2007;
LOUZADA et al., 2009 ; CARVALHO FILHO, 2008, entre outros) utiliza o método de Bell
(1982) para avaliar a capacidade de micoparasitismo do antagonista sobre o patdégeno em
cultura pareada, que consiste em uma escala de notas que determina a capacidade do
antagonista crescer sobre o patégeno, onde: classe 1= colonizacdo de toda a superficie do
meio por Trichoderma, este sobrepondo a colonia do patogeno; classe 2= colonizagdo de pelo
menos 2/3 da superficie do meio por Trichoderma, ainda sobrepondo a colonia do patdgeno;
classe 3= colonizacdo de mais de 1/3 e menos de 2/3 da superficie do meio por ambos,
Trichoderma e antagonista, sem sobreposi¢cdo de um pelo outro; classe 4= colonizagdo de 2/3
da superficie do meio pelo patdgeno, este resistindo a invasdo por Trichoderma e 5=
colonizagao de toda a superficie do meio pelo patdégeno, este sobrepondo a colonia de
Trichoderma.

Segundo esta escala, na classe 2 pode ocorrer a sobreposi¢ao parcial do patdogeno pelo
antagonista, entretanto, se a capacidade de micoparasitismo ¢ demonstrada por um fungo a um
fitopatdégeno € porque o antagonista possui genes que codificam a sintese de enzimas que
degradam a parede celular do patdgeno e que se expressam na presenca dele, permitindo que
ele cresca sobre o patogeno, dele se alimentando, ou seja, esta capacidade existe ou nao
existe.

Nos resultados dos cultivos pareados dos isolados de Trichoderma spp com os
diferentes subgrupos de M. perniciosa (Figuras 20 A a I) pode-se comprovar que em nenhum
cultivo ocorreu do antagonista sobrepor parcialmente o patdogeno, assim como ndo foi
encontrada na literatura nenhuma imagem de cultura pareada que demonstre que isto possa
ocorrer, sendo consideradas as duas classes de micoparasitismo (PM; 0,0% quando o
antagonista ndo cresceu sobre o patdégeno e %PM: 100% quando sobrepds a colonia do
patdgeno) efetivas na avaliagdo da capacidade de micoparasitismo dos isolados de

Trichoderma spp avaliados.
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A metodologia para avaliagdo da capacidade do antagonista em inibir o crescimento
do patéogeno em cultivo pareado, usualmente ¢ realizada através da comparagao do
crescimento radial do patdogeno em cultura pareada com o antagonista, ao crescimento radial
do patéogeno em placas controle, sendo o calculo da antibiose efetuado pela formula de
Edington et al. (1971). Mas, quando o antagonista cresce por toda superficie da placa ¢
impossivel na maioria dos casos, se observar a coldnia do patdogeno, sendo impossivel se obter
a medida do crescimento radial do mesmo e conseqiientemente se calcular o potencial de
antibiose. Szekeres et al. (2006), estudando o antagonismo entre Trichoderma spp e Fusarium
culmorum, também identificaram estes problemas ¢ propuseram uma metodologia para se
determinar mensuragdes baseadas em analises de imagens através de softwares especiais. Na
auséncia destes softwares, foram utilizadas ferramentas do Adobe Photoshop CS3 para a
edicao das fotos digitais dos cultivos pareados de Tspp e Mp, em que através da selecdo de
cores especificas e preenchimento por outras cores, além de outros atributos de edigdo, foi
possivel a visualizagdo da colonia do patéogeno e medicdo do crescimento radial através de
uma régua virtual (Desktop Ruler, v. 3.28, Coder Ltd. Split, Croatia). Sem a edi¢do das fotos
seria impossivel se determinar o potencial de inibicdo de Tspp aos subgrupos de Mp
avaliados. Entretanto, ainda nao foi considerado o método mais adequado, uma vez que cada

foto teve um tratamento especial de modo a se obter a melhor visualizagao.

4.2.2. Antagonismo de Trichoderma spp a diferentes subgrupos de M. perniciosa

pelo método da cultura pareada

Nas figuras 22 A a 22 | estdo apresentados os cultivos pareados de 25 d de Tspp com
os diferentes subgrupos de Mp, estando as colonias de Mp a esquerda e as de Tspp a direita
das placas, sendo que: RCP representa o crescimento radial (cm) de Mp nas placas controle
em cultivos individuais de 25 d, RIP representa o crescimento radial (cm) de Mp em cultivos
de 7 d, antes do pareamento com Tspp, RFP o crescimento radial (cm) de Mp apds 25 d de
pareamento com Tspp (setas amarelas), e RAC o crescimento radial (cm) de Tspp apos 25 d
de cultivo de pareamento com Mp (setas vermelhas). As fotos foram tomadas a cada 5 d por
25 d e editadas em Photoshop CS3.

A figura 22 A mostra o crescimento de Tr1612 e os subgrupos de Mp em cultivo
pareado. Observa-se que houve crescimento radial das coldnias de todos os subgrupos de Mp
entre o dia do pareamento com Tr1612 e o 5° d de cultivo, quando o antagonista entrou em

contato com as colénias de Mp, uma vez que os raios das coldnias sdo menores que 0s
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respectivos raios iniciais (RIP); € possivel ainda se observar um halo separando as colonias do
antagonista e Mp1441 e Mp1445.

Apbs o contato com o antagonista, os subgrupos de Mp ndo apresentaram mais
crescimento radial, sendo que os raios finais destes isolados (RFP) (setas amarelas) aos 25 d
de cultivo foram menores que os raios das placas controle (RCP). Ficou evidente a capacidade
de antibiose em diferentes niveis de Tr1612 a todos os subgrupos. A partir do 5° d de cultivo
pode ser observado que a colonia do antagonista sobrepos a colonia de Mp1916, esporulando
fracamente. Ao final dos 25 d de cultivo o antagonista apresentou um RAC (seta vermelha)
sobre Mp1916 de 9,0 cm, comprovando sua capacidade de micoparasitismo, que nao foi

verificada para os outros subgrupos (RAC <9,0 cm).

Figura22 A
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Figura 22 A- Cultivo pareado de T. reesei 1612 e os diferentes subgrupos de M. perniciosa.
Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patdgeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do

patdgeno apods 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patogeno.
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A figura 22 B mostra o crescimento de Tat2076 e os subgrupos de Mp em cultivo
pareado. Observou-se que Tat2076 entrou em contato com Mp1445, 1893 e 1916 no 5° d de
cultivo e com Mpl441 apenas no 10° d. Apdés o contato com o antagonista, todos os
subgrupos ndo apresentaram mais crescimento radial até o final dos 25 d de cultivo, sendo os
RFPs (setas amarelas) menores que os respectivos RCPs e comprovando a capacidade de
inibicao de Tat2076, que, entretanto se deram em diferentes niveis. A partir do 10° d todos os
isolados de Mp apresentaram as colonias sobrepostas pelo antagonista e aos 25 d de cultivo
(setas vermelhas), j& com abundante esporulagdo, apresentou um RAC= 9,0 cm e comprovou

a capacidade de micoparasitar todos os subgrupos de Mp.

Figura22 B
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Figura 22 B- Cultivo pareado de T. atroviride 2076 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds 25
d de cultivo com o patogeno.

A figura 22 C apresenta o crescimento de Tlg3188 e os subgrupos de Mp em cultivo

pareado. Apenas Mpl441 apresentou crescimento entre o dia do pareamento e o 5° d de
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cultivo, estando os raios das col6nias menores que os raios iniciais (RIP). As coldonias de
Tlg3188 tocaram as colonias de todos os subgrupos de Mp aos 5 d de cultivo, tendo cessado o
crescimento de Mpl441 e Mpl445 a partir desta data, entretanto, Mp1893 e Mpl916

apresentaram um discreto crescimento micelial até o 10° d de cultivo.

Figura22 C

RCP: RIP: Cultivo pareado Tlg3188 e Mp
Cultivo25d | Cultivo7d
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Flgura 22 C- Cultivo pareado de T. Ionglbrachlatum 3188 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrio.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds 25
d de cultivo com o patogeno.

Observou-se a formag¢ao de um halo entre as colonias de Tlg3188 e Mp1445, que ndo
foi observada para os demais. As setas amarelas no 25° d de cultivo de todos os isolados de
Mp indicam que os valores dos RFPs sdao menores aos valores dos RCPs, demonstrando a
capacidade de Tlg3188 em inibir o crescimento do patdogeno. O antagonista ndo apresentou a
capacidade de micoparasitismo a nenhum subgrupo, sendo o RAC de Tls3188 menor que 9,0

cm para todos os subgrupos.
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A figura 22 D mostra o crescimento de Tpl925 e os subgrupos de Mp em cultivo
pareado. Todos os subgrupos, com excecdo de Mp1445, apresentaram crescimento radial nos
primeiros 5 d apos o pareamento. Quando o antagonista entrou em contato com as colonias de
todos os subgrupos o crescimento, entretanto, parou. Constatou-se que Tpl925 apresentou
diferentes niveis de antibiose, sendo para todos os subgrupos os RFPs menores que os
respectivos RCPs. A capacidade de micoparasitismo foi apresentada no 5° d de cultivo para
Mp1916, no 10° d para Mpl1441 e Mpl445 e no 15° d para Mpl1893, sendo o RAC do
antagonista de 9,0 cm aos 25 d de cultivo para todos os subgrupos. Verificou-se ainda

abundante esporulacdo sobre o patdégeno a partir do 5° d de cultivo para a maioria dos

isolados.
Figura22 D
Mp RCP: RIP: Cultivo pareado Tpl925 e Mp
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Figura 22 D- Cultivo pareado de T. pilulliferum 925 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrio.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno ap6s 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds
25 d de cultivo com o patdgeno.
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A figura 22 E mostra o crescimento de Tvi2007 e os subgrupos de Mp em cultivo
pareado. Todos os subgrupos apresentaram crescimento radial em diferentes niveis nos
primeiros 5 d apds o confrontamento. Observou-se que no 5° d, Tvi2007 entrou em contato
apenas com a colonia de Mp1445, ndo havendo mais crescimento radial do patdogeno apos esta
data, o que aconteceu com Mpl441, 1893 e 1916 a partir do 10° d de cultivo. Os RFPs de
todos os subgrupos, também em diferentes niveis, foram menores que os respectivos RCPs,
comprovando a capacidade de antibiose de Tvi2007. Um halo de inibi¢do ¢ observado entre as
colonias do antagonista ¢ Mp1445 no 20° d de cultivo. A sobreposi¢do dos subgrupos do
patogeno pelo antagonista se deu com abundante esporulagdo no 10° d para Mpl893 e
Mp1916, no 15° para Mp1441, com um RAC= 9,0 cm no 25° d de cultivo e demonstrando sua

capacidade de micoparasitismo. Com um RAC < 9,0 cm demonstrou ndo ter capacidade de

micoparasitar Mp1445.
Figura22 E
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Figura 22 E- Cultivo pareado de T. virens 2007 e os diferentes subgrupos de M. perniciosa.

Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patéogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial
do patégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos
25 d de cultivo com o patogeno.
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A figura 22 F (1 e 2) apresenta os resultados de dois isolados de T. viride (Tvr905 e

Tvr1643) em cultivo pareado com os diferentes subgrupos de Mp em cultivo pareado.

Observa-se na figura 22 F-1 que Tvr905 sobrep6s as colonias de Mp1441 e Mp1445 no 5° d,

de Mp1893 no 10° d e de Mp1916 no 15° d de cultivo com intensa produ¢do de esporos,

apresentando em todos os cultivos de 25 d um RAC=9,0 cm, demonstrando sua capacidade de

micoparasitismo. Apds o contato das coldnias n 5° d de cultivo, as coldnias do patdégeno

cessaram o crescimento, sendo aos 25 d de cultivo todos os RFPs < RCPs, o que evidencia a

capacidade de antibiose do antagonista em diferentes niveis.
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Figura22 F-1
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Figura 22 F-1- Cultivo pareado de T. viride 905 e os diferentes subgrupos de M. perniciosa.
Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial
inicial do patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento
radial final do patégeno apods 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do
antagonista apds 25 d de cultivo com o patdgeno.
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Ja na figura 22 F-2, verifica-se que Tr1643 sobrepos a colonia de Mp1441 no 5° d, de
Mp1916 no 10° d, sendo a produgao de esporos intensa em ambos os casos. As colonias de
Mp1445 e Mp1893 s6 foram sobrepostas pelo antagonista no 20° d de cultivo, também sendo
grande a esporulagdo. No 25° d de cultivo, Tvr1643 apresentou com todos os subgrupos um
RAC=9,0 cm, demonstrando sua capacidade de micoparasitismo. Embora a capacidade de
micoparasitismo tenha sido demonstrada pelos dois isolados de T. viride, a mesma ocorreu
com mais rapidez e intensidade por Tvr905, uma vez que o tempo de sobreposi¢do e grau de
esporulacdo foram maiores. J& quanto a capacidade de antibiose, Tvrl643 se igualou a
Tvr905, uma vez que as colonias dos subgrupos de Mp tiveram seu crescimento cessado apos
0 contato com o antagonista, sendo, entretanto diferentes os niveis de antibiose apresentados.
Estes resultados revelam que embora sejam da mesma espécie, se comportaram

diferentemente quanto 4s suas capacidades de antibiose e micoparasitismo.

Figura 22 F-2
Cultivo pareado Tvr1643 e Mp
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Figura 22 F-2- Cultivo pareado de T. viride 1643 e os diferentes subgrupos de M. perniciosa.

Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds 25
d de cultivo com o patogeno.

RAC:
9,00 £ 0,00
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A figura 22 G (1, 2, 3 e 4) apresenta os resultados de quatro isolados de T. harzianum
em cultivo pareado com os diferentes subgrupos de Mp.

Na figura 22 G-1, todos os subgrupos de Mp apresentaram crescimento nos primeiros
5 d de cultivo, com excecdo de Mp1445 que ndo teve nenhum crescimento até o final dos 25
d. Quando as colonias de patdégeno e antagonista se tocaram o crescimento de todos os
subgrupos de Mp parou, apresentando no 25° d de cultivo RFPs < RCPs (setas amarelas),
comprovando a capacidade de antibiose. Observa-se ainda a formagao de um halo de inibigao
entre o antagonista e Mp19196. Embora tenha demonstrado um rapido crescimento, Th906
ndo encobriu as colonias dos subgrupos, evidenciando a falta de capacidade de

micoparasitismo.

Figura 22 G-1

RCP: RIP: Cultivo pareado Th906 € Mp
Cultivo25d | Cultivo7d
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Figura 22 G-1- Cultivo pareado de T. harzianum 906 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apos 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patogeno.
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Na figura 22 G-2, observa-se que Th91lentrou em contato com as colonias de Mp no
5° d de cultivo, sendo que posteriormente Mp1445 ¢ Mp1893 pararam de crescer e Mpl1441 e
Mp1916 apresentaram um discreto crescimento até o 25°d de cultivo. Entretanto, ao final dos
25 d de cultivo todos os subgrupos apresentaram RFPs < RCPs, ficando comprovada a
capacidade de antibiose de Th911 a todos os subgrupos, entretanto, em diferentes niveis. O
antagonista encobriu a colonia de Mpl441 e Mpl916 no 10° d de cultivo com intensa
esporulacdo, de Mp 1893 no 15° d e de Mp1445 no 20° d, também com intensa esporulacao,
tendo ao final dos 25 d um RAC=9,0 cm com todos os subgrupos, demonstrando sua

atividade micoparasitica.

Figura 22 G-2
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Figura 22 G-2- Cultivo pareado de T. harzianum 911 ¢ os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrido
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds 25
d de cultivo com o patogeno.
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Na figura 22 G-3, Th1058 encobriu as colonias de todos Mp aos 5 d de cultivo, com
excecao de Mp1893, que foi sobreposta apenas ao 25° d (RAC). Ao final dos 25 d, Th906
apresentou um RAC=9,0 cm com todos os subgrupos, demonstrando sua capacidade de
micoparasitismo. Mpl1441 e Mpl1445 ndo apresentaram crescimento nos primeiros 5 d de
cultivo, pois como citado anteriormente, Th1058 ja encobria os patogeno. Mp1893 e Mp1916
apresentaram pouco crescimento, mas que também cessou apds contato com Th1058. Em
todos os subgrupos os RFPs foram menores que os respectivos RCPs, ficando evidente a

capacidade de antibiose, também em diferentes niveis.

Figura22 G-3

RCP: RIP: Cultivo pareado Th1058 ¢ Mp
Cultivo25d | Cultivo74d |
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104d | 15d | 204 25d
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Figura 22 G-3- Cultivo pareado de T. harzianum 1058 e os diferentes subgrupos de M.
perniciosa. Os resultados representam as medias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial
do patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final

do patogeno apos 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista
apos 25 d de cultivo com o patogeno.

Os resultados do confronto dos subgrupos de Mp e Th1070 estdo apresentados na
figura 22 G-4, onde se observa que o antagonista encobriu as colonias de todos os subgrupos

aos 5 d de cultivo, que em conseqiiéncia pararam seus crescimentos, exceto de Mpl1916,
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ocorrendo no 10° d. Para todos os subgrupos, os RFPs foram bem menores que os RCPs,
demonstrando a antibiose por Th1070. Também ficou demonstrada a capacidade de
micoparasitismo, uma vez que os RACs em todos os casos foram iguais a 9,0 cm. Igualmente
a analise dos resultados apresentados pelos isolados de T. viride, constata-se que os isolados
de T. harzianum também variaram quanto as suas capacidades de antibiose e micoparasitismo

aos subgrupos de Mp.

Figura22 G-4
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Figura 22 G-4- Cultivo pareado de T. harzianum 1070 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apos 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patoégeno.
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A figura 22 H (1, 2, 3 e 4) apresenta os resultados de quatro isolados de T.
pseudokoningii, Tps907, Tps909, Tps913 e Tpsl052, respectivamente, onde podemos
observar que em todos os casos os subgrupos de Mp apresentaram crescimento nos primeiros

5 d de cultivo pareado, que cessou ap6s o contato com os isolados de Tps.

Figura 22 H-1

RCP: RIP: Cultivo pareado Tps907 e Mp
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Figura 22 H-1- Cultivo pareado de T. pseudokoningii 907 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno apos 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patoégeno.
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Foi observada a formag¢ao de halo entre Tps907 e Mp1893 e 1916 (Figura H-1), entre
Tps909 e Mp1441, 1445 e 1893 (Figura 22 H-2), mas independente da formagao de halos, os
RFPs dos subgrupos aos 25 d de cultivo foram menores que os respectivos RCPs,

evidenciando a capacidade de antibiose de Tps a todos os subgrupos de Mp.

Figura 22 H-2
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Figura 22 H-2- Cultivo pareado de T. pseudokoningii 909 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial
do patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final
do patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista
apods 25 d de cultivo com o patdogeno.



110

Apesar de ter apresentado um rapido crescimento em confronto com Mp em cultivo
pareado (Figuras 22 H-1 e H-2), Tps907 e Tps909 nao apresentaram capacidade de parasitar
nenhum subgrupo (RAC < 9,0 cm). Tps913 sobrepds a colonias de Mp1916 no 10° d de
cultivo, de Mpl441 e Mpl445 no 15° d, apresentando no 25° d um RAC= 9,0 cm,
demonstrando sua atividade parasitica a estes subgrupos, apresentando ainda diferentes graus
de esporulagdo, nao sendo, entretanto capaz de parasitar Mp1893 (RAC < 9,0 cm) (Figura 22
H-3).

Figura 22 H-3

RCP: RIP: Cultivo pareado Tps913 e Mp
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Figura 22 H-3- Cultivo pareado de T. pseudokoningii 913 ¢ os diferentes subgrupos de
Mp. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.

RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial
do patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final
do patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista
apos 25 d de cultivo com o patéogeno.
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Tps1052 por sua vez apresentou capacidade de parasitar apenas Mp14441 (RAC= 9,0
cm), encobrindo, entretanto, a coldnia do patdogeno apenas no 25° d de cultivo. Também com
T. pseudokoningii, a variabilidade intraespecifica ficou comprovada quanto as caracteristicas

avaliadas (Figura 22 H-4).

Figura 22 H-4

RCP: RIP: Cultivo pareado Tps1052 ¢ Mp
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Figura 22-H-4- Cultivo pareado de T. pseudokoningii 1052 ¢ os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patogeno ap6s 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds
25 d de cultivo com o patdgeno.

A figura 22-1 (1 a 8) apresenta os resultados de T. stromaticum em cultivo pareado
com Mp. A esporulagdo esverdeada observada nas placas, ndo corresponde ao grau de
esporulacdo real, uma vez que por produzirem esporos amarelados e em pouca quantidade, foi

necessaria a edi¢cdo das fotos em tons da cor verde para serem visualizados.
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Na figura 22 I-1, os resultados do pareamento de Ts3109 mostram que o antagonista
sobrep0s as colonias de Mp, 1445, 1893 e 1916 no 10° d de cultivo, tendo nestes casos um
RAC= 9,0 cm no final do 25° d de cultivo e demonstrando sua atividade de micoparasitismo,
0 que, entretanto ndo ocorreu para Mpl44l (RAC < 9,0 cm). Todos os subgrupos
apresentaram crescimento micelial nos primeiros 5 d de cultivo, parando ap6s contato com
Ts3109. No final dos 25 d os RFPs foram menores que os respectivos RCPs evidenciando a
atividade inibitéria de Ts3109, embora em diferentes niveis. Nao sobrepds, entretanto, a

colonia de Mp1441 e, portanto ndo apresentou capacidade de parasitar este subgrupo.

Figura 221-1
RCP: RIP: Cultivo pareado Ts3109 e Mp
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Figura 22-1-1-- Cultivo pareado de T. stromaticum 3109 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrio.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patoégeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds 25
d de cultivo com o patogeno.
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A figura 22 I-2 apresenta os resultados do pareamento de Ts1441 com Mp. Os
subgrupos Mpl441, 1445 e 1916, apesar de terem tido crescimento micelial nos primeiros 5
d, pararam de crescer ap6s contato com Ts1441, tendo Mp 1893 continuado seu crescimento
apods contato com o antagonista. Entretanto, no final de 25 d os RFPs foram menores que os
RCPs para todos os subgrupos, evidenciando a capacidade de antibiose, sendo, entretanto
diferenciada entre os subgrupos. Ts1441 sobrepds a colonia de Mp1441, 1445 e 1893 no 15°d
de cultivo e tendo RAC= 9,0 cm no 25° d, ndo apresentando a capacidade de micoparasitismo

para Mp1916 (RAC < 9,0 cm).

Figura221-2
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Figura 22-1-2-- Cultivo pareado de T. stromaticum 1441 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patbgeno ap6s 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds
25 d de cultivo com o patdgeno.
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A figura 22 I-3 apresenta os resultados do confronto entre Ts1445 e Mp. Todos os
subgrupos tiveram crescimento micelial nos primeiros 5 d, principalmente Mp1893, mas
pararam de crescer apds contato com Ts1441. No final dos 25 d de cultivo todos Mp
apresentaram os RFPs menores que os RCPs, comprovando a inibi¢do sofrida pelo
antagonista em diferentes graus. A sobreposi¢ao da colonia de Mp1441 se deu no 5° d, de
Mp1893 no 10° ndo ocorrendo sobreposicao de Mp1445 e 1916 pelo antagonista (RAC> 9,0

cm), sendo para os demais demonstrada a capacidade de micoparasitismo (RAC> 9,0 cm).

Figura221-3

RCP: RIP: Cultivo pareado Ts1445 € Mp
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Figura 22-1-3-- Cultivo parecado de T. stromaticum 1445 ¢ os diferentes subgrupos de M.
perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patodgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos
25 d de cultivo com o patogeno.
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Os resultados do confronto entre Ts2994 e Mp estdo apresentados na figura 22 1-4.
Como ocorrido com Ts1445, todos os subgrupos tiveram crescimento micelial nos primeiros
5 d, principalmente Mp1893, mas pararam de crescer apds contato com Ts2994. Os RFPs no
final de 25 d de cultivo foram menores que os respectivos RCPs, demonstrando a atividade de
inibi¢do do antagonista em diferentes niveis a todos os subgrupos. Apesar de o antagonista
entrar em contato com todos os Mp, sobrepds as colonias de Mp14445 no 15°d e de Mp1893
e 1916 no 25° d de cultivo, ndo sobrepondo a colonia de Mp1441. Os subgrupos colonizados
por Ts2994 tiveram aos 25 d de cultivo um RAC= 9,0 cm, sendo, portanto comprovada para

estes subgrupos a capacidade de parasitismo.

Figura221-4
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Figura 22-1-4-- Cultivo pareado de T. stromaticum 2994 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrio.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patoégeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patbgeno ap6s 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apds
25 d de cultivo com o patdgeno.
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A figura 22 I-5, apresenta os resultados do pareamento de Ts3454 e Mp. Como
ocorrido com Ts anteriores, todos os subgrupos tiveram crescimento micelial nos primeiros 5
d, principalmente Mp1893, mas pararam de crescer apos contato com Ts3454. No final do 25°
d de cultivo todos os subgrupos tiveram os RFPs menores que os respectivos RACs, tendo
sido inibidos pelo antagonista. Ts3454 sobrepos as colonias de todos os subgrupos entre o 20°
e 25° d de pareamento, apresentando uma esporulagdo mais intensa apenas com Mp1441. Em

todos os casos, Ts3454 apresentou RAC= 9,0 cm comprovando sua capacidade de

micoparasitismo.
Figura 22 1-5
Mp RCP: RIP: Cultivo pareado Ts3454 e Mp
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Figura 22-1-5-- Cultivo pareado de T. stromaticum 3454 ¢ os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos
25 d de cultivo com o patogeno.
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Ja os resultados do pareamento de Ts3461 com Mp (Figura 22 I-6) nos mostra que a
capacidade de micoparasitismo foi demonstrada apenas para Mpl893, tendo iniciado a
colonizacdo no 15° d de cultivo e apresentando RAC= 9,0 cm no 25° d. Embora Ts3461 tenha
entrado em contado com as coldnias dos outros subgrupos, ndo houve sobreposi¢do, sendo o
RACs < 9,0 cm no 25° d de cultivo e, portanto ndo apresentando a capacidade de
micoparasitismo.

Como ocorrido com os Ts anteriores, todos os subgrupos tiveram crescimento micelial
nos primeiros 5 d, principalmente Mp1893, mas pararam de crescer apos contato com Ts3461.
No final do 25° d de cultivo todos os subgrupos tiveram os RFPs menores que os respectivos

RACG:s, tendo sido inibidos pelo antagonista em diferentes niveis.

Figura 221-6
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Figura 22-1-6-Cultivo pareado de T. stromaticum 3461 ¢ os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patogeno.
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A figura 22 I-7 mostra os resultados do pareamento de Ts3768 com Mp. Da mesma
forma que os Ts anteriores, houve crescimento micelial de Mp nos primeiros 5 d de cultivo,
quando ocorreu o contato com o antagonista € o crescimento parou. No 25° d todos
apresentaram os RFPs menores que os RACs respectivos, sendo a capacidade de Ts3768 em
inibir seus crescimentos comprovada.

As colonias do antagonista entraram em contato com o patégeno no 5° d, sendo que a
sobreposi¢do dos patdgeno s6 ocorreu nos ultimos 5 d de cultivo, que ndo ¢ evidente nas
fotos, mas foi observada esporulacdo sobre as coldnias vistas a olho nu. Com todos os

subgrupos o antagonista apresentou um RAC= 9,0 cm evidenciando sua atividade

micoparasitica.
Figura 221-7

Mp RCP: RIP: Cultivo pareado Ts3768 e Mp
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Figura 22-1-7-- Cultivo pareado de T. stromaticum 3768 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrao.
RCP: média do crescimento radial do patdogeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial
do patdgeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apds 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos
25 d de cultivo com o patogeno.
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Os resultados do pareamento de Ts4077 com Mp se encontram na figura 22 [-8. Neste
caso, foi observado também crescimento dos subgrupos até o 5° d, principalmente de
Mp1893, tendo cessado apos contato com Ts4077. Os RFPs foram aos 25 d menores que os
respectivos RCPs, sendo o mecanismo de antibiose comprovado. Com exce¢do de Mp1916, o
antagonista apresentou com todos os subgrupos um RAC= 9,0 cm no 25° d de cultivo e,

portanto capacidade de parasitismo.

Figura 221-8

RCP: RIP: Cultivo pareado Ts4077 e Mp
Cultivo25d | Cultivo7d

5d 10d 15d 204 25d

W [ ]

DO

5824008 |0,64+0,03 i i RFP: RAC:
203+003 | 583+0,02

Figura 22-1-8-- Cultivo pareado de T. stromaticum 4077 e os diferentes subgrupos de M.

perniciosa. Os resultados representam as médias das triplicatas, seguidos dos erros padrio.
RCP: média do crescimento radial do patégeno nas placas controle; RIP: media do crescimento radial inicial do
patogeno no 7° d de cultivo, quando foi inoculado o antagonista; RFP: média do crescimento radial final do
patdgeno apos 25 d de pareamento com o antagonista; RAC: média do crescimento radial do antagonista apos 25
d de cultivo com o patogeno.

4.2.3. Potencial de Antibiose (%PAT) de isolados de Trichoderma spp in vitro sobre M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916

Quer a antibiose tenha ocorrido por ac¢do de metabdlitos secundarios ou por

competi¢ao, com as medidas de crescimento de Mp nas placas controle (RCP) e as obtidas
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dos cultivos pareados com Tspp (RIP e RFP - Figuras 22A-1 a I-8), foi possivel determinar os
Potenciais de inibicdo (%PAT) do patégeno por Tspp, através da aplicacdo da formula de
Edington et al. (1971). As figuras 23, 24, 25 e 26 apresentam os %PAT de Tspp a Mp1441,
Mp1445, Mp1893 e Mp1916, respectivamente.

Na figura 23 pode ser observado que o maior %PAT a Mpl1441 (em torno de 95%) foi
apresentado por Th9ll e Ts2994 (p<0,05), ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre eles, sendo seguidos por Th906 e Tlg3188 (p>0,05) (entre 90 e 95%).
Tat2076 apresentou o menor %PAT (22%). Foi observada variacao nos resultados entre todos
os isolados de T. harzianum e T. viride, sendo também observada entre alguns isolados de T.

stromaticum.
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Figura 23- Potencial de antibiose (%PAT) de Trichoderma spp a Mp1441 pelo método da
cultura pareada por 25 d de cultivo. As barras verticais representam os desvios padrao das
médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas letras ndo sdo significantes entre si de
acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A figura 24 nos mostra um grande nimero de isolados de Tspp que apresentou %PAT
de 100% (p<0,05) para Mp1445, tendo os demais isolados apresentado %PATs entre 90 e
80%, o que demonstra de forma geral maior grau de inibi¢do a este subgrupo. Verificou-se
que Th9ll e Ts2994 ndo mantiveram para Mpl445 a mesma capacidade inibitéria
apresentada a Mpl441, estando Ts2994 entre os menores %PATs. A variabilidade
intraespecifica se mostrou menor que a apresentada para Mp1441, embora presente entre os

dois isolados de T. viride e entre alguns isolados de T. pseudokoningii e T. stromaticum.
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Figura 24- Potencial de antibiose (%PAT) de Trichoderma spp a Mp1445 pelo método da
cultura pareada por 25 d de cultivo. As barras verticais representam os desvios padrdo das
médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas letras ndo s3o significantes entre si de
acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Na figura 25 verifica-se que Th906 e Th911 apresentaram %PAT a Mp1893 (p<0,05)
entre 90 e 93%, ndo tendo sido significante a diferenca entre eles (p>0,05), estando Ts2994
entre os menores %PAT. A variabilidade dos resultados intraespecifica também se mostrou
pequena em relagcdo a Mp1893, embora presente entre alguns isolados de T. harzianum, T.
pseudokoningii e T. stromaticum.

Os %PATs de Tspp a Mp1916 estdo apresentados na figura 26 onde se observa que
Ts3461, Tlg3188 e Th906 tiveram o mesmo %PAT, ndo tendo sido significante a diferenca
entre eles (p>0,05). O %PAT menos expressiva foi apresentada por Th1070 (em torno de

31%), sendo que com Mp1916, houve a maior variabilidade intraespecifica dos resultados.
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Figura 25- Potencial de antibiose (%PAT) de Trichoderma spp a Mp1893 pelo método da
cultura pareada por 25 d de cultivo. As barras verticais representam os desvios padrdao das
médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas letras ndo sdo significantes entre si de
acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 26- Potencial de antibiose (%PAT) de Trichoderma spp a Mp1916 pelo método da
cultura pareada por 25 d de cultivo. As barras verticais representam os desvios padrdao das
médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas letras ndo sdo significantes entre si de
acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A variagdo dos resultados do Potencial de antibiose (%PAT) apresentados por isolados

de uma mesma espécie a um mesmo subgrupo de Mp, como também a variagdo do %PAT de
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um isolado frente aos quatro subgrupos de Mp pode ser melhor visualizada na figura 27, onde

a comparacao de médias € intergrupos.

Potencial de antibiose (" PAT) de Tspp aos diferentes subgrupos de M. perniciosa
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Figura 27- Variacdo do %PAT de isolados de Trichoderma spp entre os subgrupos de M.
perniciosa em cultivo pareado. Médias entre subgrupos seguidos das mesmas letras ndo
sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A comparacdo das médias (significancia: 0,05%) dos PAT% de cada isolado em

relacdo a cada subgrupo (Figura 27) demonstra que nenhum isolado apresentou o mesmo

%PAT para todos os subgrupos de Mp. Th906, por exemplo, apresentou a mesma capacidade
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de antibiose a Mpl445, Mpl893 e Mpl1916 (p>0,05), sendo esta capacidade, entretanto,
menor para Mp1441 (p<0,05). Th1058 por sua vez, apresentou %PAT diferente para todos os
subgrupos, sendo o melhor resultado apresentado para Mpl445 (p<0,05), seguido por
Mp1893, Mpl1441 e Mp1916. Observa-se também que o maior grau de antibiose se deu ao
subgrupo Mp1445, para o qual a maioria dos isolados de Tspp apresentou a maior %PAT
(p<0,05), sendo que para Mp1893 ndo se obteve o maior %PAT com nenhum dos isolados e,
portanto, sofrendo a menor inibicdo por Tspp. Isto significa que a agdo antagénica de um
fungo ndo depende apenas da espécie avaliada, mas também do patdgeno. Tal variagdo pode
ser causada pelo fato do antagonista reagir de maneira diferente quando confrontado com os
diferentes subgrupos de Mp ou, os subgrupos de Mp apresentam diferentes graus de
resisténcia aos diferentes isolados, ou ainda uma combinac¢ao dos dois fatores. A variabilidade
intraespecifica existente entre isolados de Trichoderma e M. perniciosa ¢ bastante citada na
literatura e devido a sua importancia, este topico sera discutido adiante.

A antibiose de um patdégeno por um antagonista pode ocorrer através de um ou mais
mecanismos associados: através da producdo e liberacdo pelo antagonista de compostos
toxicos volateis ou ndo volateis que se difundem no meio, de antibioticos (HOWELL, 2003)
ou ainda por competi¢do por espaco e/ou nutrientes (carbono, nitrogénio, ions ferro, etc.),
quando estes se encontram limitados no meio (WELLER, 1988), inibindo o crescimento do
patoégeno e podendo leva-lo a morte ou ndo. Mas como caracterizar este processo inibitorio
nos resultados apresentados?

Quando ocorre a formacdo de halo entre o antagonista e patdégeno o processo de
antibiose ¢ considerado como sendo devido a liberacdo de substancias toxicas difusiveis no
meio (HAJIEGHRARI et al., 2008; ROCHA et. al., 2009). Somente os isolados Tr1612,
Tlg3188, Tvi2007, Th906, Tps909 e Tps907formaram halos (com Mpl44l e Mpl44s;
Mpl1441, Mpl1445 e Mp1916; Mp1445; Mp1916; Mp1893 e Mp1916 e Mp1445 e Mp1893;
respectivamente). Sendo assim, apenas nestes casos a secre¢ao de substincias inibitorias
difusiveis ndo volateis no meio foi considerada como causa do mecanismo inibitdrio.

A producdo de diversos antibidticos por Trichoderma spp ¢ bem conhecida, tais como
Trichodernim, Trichodermol, Harzianum A ¢ Harzianolide (DENNIS ¢ WEBSTER, 1971b;
KUCUK e KIVANC, 2004) e tem sido citada a formagdo de halos no confronto de
Trichoderma spp frente a diversos patogenos. Macagnan et al. (2008) constataram a produgao
de sideroforos por actinomicetos em confronto com M. perniciosa e a formagao de halos entre
0 patégeno e antagonista. Remuska e Pria (2007) também observaram a formagdo de halo de

inibicdo entre Trichoderma sp. e Bacillus thuringensis. Rubini et al. (2005) citaram a
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formagdo de halos entre M. perniciosa e fungos endofiticos do cacaueiro, entretanto, nao foi
encontrada nenhuma referéncia da formagéo de halo de inibi¢do entre Trichoderma e Mp em
outros trabalhos de pesquisa consultados.

Nao se deve, entretanto, descartar a possibilidade do patégeno também inibir o
crescimento do antagonista, uma vez que nesta interacao, ambos podem produzir metabolitos
antifingicos e competir por espagco e nutrientes. Como Tspp apresenta crescimento mais
rapido do que Mp, era de se esperar que apos 48 h de cultivo pareado com Mp, os isolados de
Tspp mantivessem as mesmas medidas de crescimento radial apresentadas em cultivos
individuais, o que ndo ocorreu com muitos isolados. Isto pode ser observado comparando-se,
por exemplo, o crescimento radial em cultivo individual de Tvi2007 (Tabela 7), que foi em 48
h de cultivo de 5,46 cm, ao apresentado em confronto com Mp1445 (Figura 22 E), onde se
observa um crescimento de 3,72 cm em 25 d de cultivo (Figura 22 F-2). A inibicdo de
Tvi2007 em cultivo pareado com Mpl445 pode entdo ter ocorrido por metabolitos
antifingicos produzidos por Mpl445 ou Mpl445 foram mais hdbil que Tvi2007 na
competicao por espaco e/ou nutrientes. O decréscimo das medidas dos crescimentos radiais de
Tspp em comparagdo as medidas apresentadas em confronto com Mp ocorreu também com
diversos outros isolados de Tspp: Th906 com Mpl1445, Mpl1893 e Mpl916, Th1058 com
Mpl1441, Tlg3188 com Mpl445 e Mpl893, Tps907 com Mpld4l, Mpl445, Mpl1893 e
Mpl1916, Tps1541 com Mpl441l, Mpl893 e Mpl916, Tr1612 com Mpl441, Mpl445 e
Mp1893, Ts2994 com Mpl441 e Ts3461 com Mpl44l e Mpl1916. Uma discussdo mais
aprofundada sobre este assunto sera abordada adiante.

O fato de que nos outros cultivos pareados ndo ter havido inibicdo de Tspp por Mp,
ndo significa que a produgcdo de metabodlitos por Mp ndo tenha ocorrido, uma vez que
linhagens de Trichoderma podem apresentar a capacidade de detoxificagdo de compostos
toxicos (COONEY e LAUREN, 1998).

A agdo antagonica de T. stromaticum a Mp foi estudada por Bastos (2000) e Samuels
(2000) in vitro, por meio do pareamento de cultura, ndo sendo observada formagao de zonas
de inibigdo. Realmente, nos resultados apresentados por T. stromaticum (Figuras 22 I) nao foi
verificada a formagdo de halos de inibigdo, ndo sendo caracterizada, portanto, antibiose por
producao de metabolitos.

Segundo Lockwood (1988), entre outros, o método do pareamento ndo permite que se
defina se o processo de antibiose ocorreu por competi¢do de espago e/ou nutrientes. Com
raras excecdes, todos os subgrupos de Mp apresentaram crescimento nos primeiros 5 d de

cultivo, entretanto, tiveram o crescimento interrompido apds contato com os isolados de Tspp.
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Se estes dados forem associados aos resultados dos indices de crescimento micelial (IVCM)
dos subgrupos de Mp (Figura 21) observam-se que os mesmos variaram entre 0,17 ¢ 0,28 cm.
24 h'l, sendo que o IVCM dos isolados de Tspp (Tabela 7) variou de 1,35 a 4,32 cm. 24 h'l,
dando um indicativo da elevada velocidade de crescimento de Tspp em relacdo a Mp.

Estes resultados podem ser indicios que o processo de inibigdo, quando ndo houve
formagdo de halos, se deu por competicdo de espago e nutrientes, onde Tspp teve grande
dominancia, causando deplecdo de nutrientes conforme a literatura (ORTIZ e ORDUZ, 2000).
A parada de crescimento do patdogeno apds contato com o antagonista e a constatacdo do
mecanismo de competicdo foi observada em diversos estudos de antagonismo de
Trichoderma spp e diversos fitopatogenos (ORTIZ ¢ ORDUZ, 2000; REY et al., 2001,
IKOTUN e ADEKUNLE, 2007; SANCHEZ et al., 2007; BURMEISTER, 2008).

A idéia de ter sido o mecanismo de competicdo o responsavel pelos %PATs
apresentados por Tspp a Mp, foi reforcada pelo fato de que se tivesse ocorrido producao de
metabolitos volateis antifungicos por Tspp, a inibicao teria sido observada com as colonias
ainda sem contato. Bushell (1989), entretanto, observou aumento na producdo de metabolitos
por T. harzianum in vitro conforme o cultivo ficava mais velho, o que pode ser uma resposta
do microrganismo em face de uma situacdo de stress devido a deplecdo de nutrientes. Isto
conduz a hipotese de que alguns agentes de controle bioldgico podem estar em fase de
declinio no seu crescimento, antes que possam produzir elevadas quantidades de metabdlitos
antibidticos, sugerindo que em termos de economia um microrganismo desvia seu esforco
metabolico para secretar antibidticos, somente quando esta em competi¢do por um substrato
necessario ao seu crescimento. Assim, pode ser que a liberagdo destes compostos por Tspp
avaliada em confronto com os subgrupos de Mp (Figura 22) s6 tenha se dado no momento em
que o antagonista teve que competir com Mp por espaco e nutrientes, o que se deu quando as
coldnias se tocaram (5° d de cultivo).

Desta forma, o processo de antibiose nos resultados apresentados provavelmente se
deu inicialmente por competicdo podendo posteriormente ter ocorrido a producdo de

compostos inibitérios, fato que sera discutido no Capitulo 3.

4.2.4. Potencial de micoparasitismo (%PM) de Trichoderma spp sobre M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916
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Para a analise do Potencial de micoparasitismo, os resultados do pareamento de Mp e
Tspp apresentados (RCA) foram utilizados para obtencao dos Potenciais de micoparasitismo

(%PM) do patdgeno por Tspp (Figura 28).
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Figura 28- Potencial de micoparasitismo (%PM) de Trichoderma spp a M. perniciosa
subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916 pelo método da cultura pareada. Os resultados
representam as médias das triplicatas.

Verifica-se na figura 28 que Tat2076, Th911, Th1058, Th1070, Tpl925, Tvro05,
Tvr1643, Ts3454 e Ts3768 apresentaram a capacidade de parasitar todos os subgrupos de Mp,
embora a velocidade de colonizacdo do patégeno tenha variado. Por sua vez, Tvi2007 nao
apresentou esta capacidade apenas a Mp1445, Tps913 apenas a Mp1893, Ts1441 e Ts1445
apenas a Mpl441l e Ts4077 penas a Mpl916. Tpsl1052, Tpsl541, Trl612 e Ts3461
parasitaram apenas Mpl441, Mpl1445, Mpl1916 e Mpl893, respectivamente. J& Th906,
Tlg3188, Tps907 e Tps909 nao tiveram a capacidade de micoparasitar nenhum subgrupo do
patogeno. Constata-se, portanto, ndo s6 variagdo dos resultados quanto a capacidade de

micoparasitismo entre as espécies quanto interespecifica.
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A parede celular fingica ndo s6 age como barreira estrutural protegendo as células
contra condigdes hostis do meio ambiente como também constitui alvo de reconhecimento por
outro microrganismo (OSIEWACZ, 2002), uma vez que possui em sua superficie moléculas
que podem interagir com moléculas de outro fungo (VITERBO e CHET, 2006), estando
envolvidas também na formagao de estruturas especializadas de fixagdo como os apressorios
(HARMAN et al., 2004). Glicoproteinas da parede celular interagem com glucanas, quitina e
manoproteinas estruturais, formando adesinas que exercem papel na aderéncia do fungo ao
hospedeiro (MRSA e TANNER, 1999). Apds a aderéncia entre dois fungos pode ocorrer uma
série de eventos de degradagdo do hospedeiro (micoparasitismo), mediada pela secrecao de
hidrolases, como ocorre com Trichoderma a diversos fitopatogenos (FRAVEL, 2005). Assim,
a incapacidade de alguns isolados de Tspp em micoparasitar Mp pode ter ocorrido pela
auséncia de especificidade entre patdégeno e hospedeiro, seja no processo de reconhecimento,
aderéncia, ou producao de hidrolases, resultando na incapacidade de micoparasitismo.

As afinidades, entretanto, ndo sdo representadas apenas pelos poderes destrutivos do
antagonista, mas também pelos poderes defensivos do patdgeno, sendo o sucesso do controle
biologico diretamente proporcional ao poder destrutivo do microrganismo antagonico e
inversamente proporcional ao poder de escape do patdgeno as agressoes impostas. Em ambos
os casos, as intensidades sdo graduais e a viruléncia dos patdégenos nao ¢ uma escolha
autonoma (DEACON e BERRY, 1992). Kilaru et al. (2007) relatam a capacidade de M.
perniciosa em produzir hormoénios com capacidade de suprimir o antagonista, podendo ter
sido a causa da auséncia da capacidade de micoparasitismo demonstrada por alguns isolados
de Tspp.

A capacidade de micoparasitismo de Trichoderma no controle de M. perniciosa tem
sido estudada, principalmente por isolados de T. stromaticum (SAMUELS et al., 2000;
BASTOS, 2000; SANOGO et al., 2002; BEZERRA et al., 2003; CARVALHO, 2006; DE
SOUZA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007), por T. viride (BASTOS, 1966a; BASTOS,
1966b; BASTOS, 1988b) e T. harzianum (EL-KATATNY et al. 2000; SOBOWALE et al.,
2005) T. polysporum (COSTA et al., 1996), sendo na maioria dos trabalhos relatada a
variagdo das capacidades antagonicas apresentadas entre isolados de Trichoderma a M.
perniciosa. Diversos outros trabalhos que estudaram o micoparasitismo de Trichoderma a
diversos fitopatdgenos relataram resultados semelhantes, em que diferentes isolados da
mesma espécie resultam em diferentes graus de micoparasitismo (ALMEIDA et al., 2007,

SANCHEZ et al., 2007, GACHOMO ¢ KOTCHONI, 2008; LOQUERCIO et al., 2009). Nao
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foram encontrados na literatura outros trabalhos que avaliem a capacidade antagénica de
Trichoderma com varios subgrupos de M. perniciosa.

O antagonismo de um fungo a um patégeno, entretanto, se deve geralmente ao
sinergismo de todas suas capacidades, sendo mais eficiente aquele que apresenta os
mecanismos de competitividade, de antibiose e de micoparasitismo agindo sinergisticamente
no hospedeiro (LORITO et al., 1996; STEFANOVA et al., 1999; VERMA et al., 2007;
ABDEL-FATTAH et al., 2007).

Assim, a somatoria das capacidades de crescimento (%PC), de antibiose (%PAT) e de
micoparasitismo (%PM) frente aos diferentes subgrupos de Mp estdo apresentadas nas figuras
29, 30, 31 e 32 e representa o que neste estudo denominamos de %PA (Potencial
Antagdnico). A figura 29 indica que o isolado com maior %PA (97,76%) para Mp1441 foi
Th911 (p<0,05), seguido de Ts4077, 1445, 3454, 3768, 1441, Th1058, Tps1052, Tps913 e
Tvr905 e Th1070, para os quais as diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(p=0,05) e posteriormente os outros isolados com %PAs decrescentes, sendo Ts3461 e

Tr1612 os de menor %PA (P>0,05).

Potencial Antagbnico de Tspp a Mp1441 (%PA)

Trichoderma spp

Figura 29- Potencial antagonico (%PA) de Trichoderma spp a Mp1441 in vitro. As barras
verticais representam os desvios padrao das médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas
letras ndo sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A figura 30 mostra que grande parte dos isolados obtiveram um %PA para Mp1445
entre 90 e 100%, indicando uma boa capacidade antagénica destes isolados para este
subgrupo. Destacaram-se Th1058, Th1070, Ts3454, Tvro05, Tpl925 e Ts3109, para os quais
as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05), sendo o menor %PA

apresentado por Tr11612.
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Figura 30- Potencial antagonico (%PA) de Trichoderma spp a Mp1445 in vitro. As barras
verticais representam os desvios padrio das médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas
letras ndo sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Na figura 31 estdao os %PAs de Tspp a Mp1893. Verifica-se que um grande nimero de
isolados apresentou %PAs com diferengas estatisticamente significativas entre eles. Th911 se
destacou novamente, com um %PA de 95,08%, seguido de Th1058 (92,31%), Ts3109
(90,62%) e Th1070 (87,38%), todos diferentes entre si (p< 0,05). Os demais apresentaram
%PAs entre 70 a 80% e o restante entre 22 (Tr1612) a 50%.

A figura 32 mostra os %PAs de Tspp a Mp1916. Grande parte dos isolados obtiveram
%PAs entre 75 a 90% e o restante entre 48 a 35%. Tps913 e Tvr905 foram os que no conjunto
de suas qualidades se destacaram, ndo havendo estatisticamente diferenga significativa entre

eles (p>0,05)
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Figura 31- Potencial antagonico (%PA) de Trichoderma spp a Mp1893 in vitro. As barras
verticais representam os desvios padrdo das médias (triplicatas); médias seguidas das

mesmas letras ndo sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

8

g

Potencial Antagénico de Tspp a Mp1916 (%PA)

Figura 32- Potencial antagonico (%PA) de Trichoderma spp a Mp1916 in vitro. As barras
verticais representam os desvios padrao das médias (triplicatas); médias seguidas das mesmas
letras ndo sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Observou-se que isolados com baixo %PC (Figura 20) podem ter obtido %PA alto ou
mediano, devido ao fato de terem bons %PAT e/ou %PM, e vice-versa. Por exemplo, Ts3768
que apresentou baixo %PC (Figura 20) devido ao baixo %PE (Figura 17) e %PGe (Figura 18),
obteve bom %PA a todos os subgrupos de Mp (Figuras 29, 30, 31 e 32). Por sua vez, Th906
obteve bom %PC (Figura 20), porém, ndo teve bom %PA a nenhum dos subgrupos de Mp
(Figuras 29, 30, 31 e 32). Se um destes isolados fossem escolhidos para produ¢cdo massal de
esporos para o biocontrole de Mp poderiam levar o programa ao fracasso. Ts3768 por que
provavelmente iria apresentar problemas na produgdo de indculos e germinacdo de esporos
nas vassouras secas ¢ Th906 por provavelmente ndo antagonizar o patdégeno eficientemente na
natureza. Percebe-se, portanto, que outros fatores devem ser avaliados para se ter uma boa
escolha do isolado a ser utilizado.

Por outro lado, constatou-se que embora um isolado tenha apresentado bom %PC,
pode ndo ter apresentado o mesmo grau de %PA a todos os subgrupos de Mp. Por exemplo,
Tvi2007 apresentou %PC elevado (Figura 20) e %PA baixo apenas para Mp1445 (Figura 30).
Isto significa que provavelmente este isolado seria eficiente para o biocontrole da doenca em
ecossistemas cacaueiros em que Mpl441, 1893 e 1916 estivessem presente, mas ndo para
ecossistemas em que o agente da doenca fosse Mp1445. O problema na escolha deste isolado
seria maior se fosse ainda considerado que geralmente um ecossistema cacaueiro pode
apresentar mais de um subgrupo de Mp presente (PLOETZ et al., 2005).

A variacdo dos resultados dos %PAs apresentados entre as espécies de Tspp aos
diferentes subgrupos de Mp e por isolados da mesma espécie ao mesmo subgrupo de Mp,
pode ser melhor visualizado na figura 33, em que a comparacao das médias (significancia:

0,05%) representa as diferengas dos resultados de um isolado em relag@o a cada subgrupo.
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Figura 33- Variagdo do %PA de Trichoderma spp entre os subgrupos de M. perniciosa.
Os erros padrao das médias (triplicatas) estdo indicados entre parénteses; Médias entre
subgrupos seguidos das mesmas letras ndo sao significantes entre si de acordo com teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Pode-se observar que nenhum isolado de Tspp apresentou a mesma capacidade

antagonica a todos os subgrupos de Mp e ainda que os isolados de Tspp avaliados reuniram

no conjunto das capacidades de antibiose e micoparasitismo, o melhor desempenho para o

biocontrole de Mp1445, que obteve o maior nimero de scores “A”

e “B”. Pode ser que na
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interacao de Tspp e Mpl445 houve maior especificidade no reconhecimento, aderéncia e
indugdo de enzimas hidroliticas por Tspp ou menor capacidade de supressdo de Mp1445 aos

antagonistas (DEACON e BERRY, 1992).

4.3. Producao de Esporos em Arroz como substrato (PEA), Produtividade de Esporos
(PPE) e Potencial de Produtividade de Esporos (%PPE) por isolados de
Trichoderma spp.

Outro fator decisivo na selecdo de um isolado para producdo comercial de esporos
para uso em biocontrole ¢ a produtividade no substrato especifico (SOARES et al., 2007),
uma vez que afeta diretamente os custos, ndo s6 na quantidade do produto final como também

no tempo de producio.

Segundo Verma et al. (2007), 35 a 40% dos custos de producdo depende da
produtividade de esporos apresentada. Assim, a producdo de esporos por Tspp foi avaliada

em arroz como substrato (PEA), estando os resultados apresentados na tabela 9.

O isolado Th911 se destacou com uma produgdo de 35,23 10°. esporos. gds™ (grama
de substrato seco) (p<0,05), seguido por Tps1052 (25,29 esporos. 10°. gds™). De modo geral,
dos isolados que haviam apresentado boa produgdo de esporos em placa (%PE- Figura 17),
apenas Tvr905, Th911, Tps913 e Th906 mantiveram boa produg¢do em arroz. Varios fatores,
entretanto, podem afetar a esporulacdo de fungos, tais como temperatura, pH, potencial de
agua, luminosidade, adi¢do de outras fontes de carbono (GAO et al., 2007) e por isso, estes
resultados poderiam ser diferentes se fossem pesquisadas condi¢des de esporulagao adequadas
para cada isolado. As producdes de esporos em arroz obtidas por Tspp neste trabalho foram
superiores as obtidas no processo de producdo massal de esporos desenvolvido pela
CEPLAC- Ilhéus (BA) com o produto “Tricovab” que utiliza o isolado GII de T. stromaticum
(1. 10". esporos. gds™') (POMELLA et al., 2007), tendo entretanto, os isolados Ts3454,
Ts3461 e Ts4077 apresentado producdes semelhantes (Tabela 9).
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Tabela 9 - Produgdo de esporos (PEA) e produtividade de esporos (PPE) em
arroz como substrato por isolados de Trichoderma spp.

PEA Tempo de PPE
Isolados colonizagao
(x 10%. gds™) (d) (x 10%. gds™. d™)

Tho11 35,23 (+0,088) 3 11,744
Tps1052 2529 (+ 0,058) 5 5,06
Tpl925 19,48 (+ 0,059) © 5 3,900
Tat2076 17,84 (= 0,029) ° 5 3,57 "
Tvr905 17,34 (£ 0,037) 3 578"
Th906 15,93 (+ 0,020) 6 2,66 ¢
Tlg3188 10,75 (+ 0,075) © 5 2111
Tps913 10,30 (+ 0,169) © 7 1471
Tvrl643 10,14 (+ 0,092) 3 338"
Tps907 9,37 (+ 0,065) 7 1347
Tps909 8,73 (+0,082) 7 1251
Tvi2007 8,13 (£0,021) " 4 2,03
Th1058 7,96 (+0,120) " 5 1,59
Th1070 7,83 (£0,032) " 5 157"
Tps1541 7,76 (+ 0,037)° 5 1,55
Ts1441 2,42 (+0,024) 7 0,35 "
Ts1445 1,98 (£ 0,058) - 7 0,28 M
Ts3768 1,48 (= 0,003) ™ 7 021"
T$2994 1,44 (£0,018) ™ 7 021
Tr1612 1,28 (& 0,008) ™ 7 0,18 "
Ts3109 1,08 (+0,176) © 7 0,15
Ts3454 0,37 (+0,012) " 7 0,05
Ts3461 0,33 (£ 0,008) " 7 0,05"
Ts4077 0,13 (+0,003) 7 0,02

Os resultados representam as médias (triplicatas); médias seguidas da mesma
letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-Knott.



136

Viérios trabalhos relataram a producao de esporos por Tspp em substratos especificos,
tais como: Hanada et al. (2009) obtiveram producdo de 1,02. 10°* esporos. g ' por T. martiale
em arroz suplementado com carbonato de calcio; Cavalcante et al. (2008) obtiveram em meio
de farelo de trigo uma produgdo de 28,30. 10®. esporos. gds™ por T. harzianum e 24,10 x 10®.
esporos. gds™ por T. viride; Said (2007) em fermentagéo liquida obteve uma producio de 9,2.
10" esporos. mL™" por T. harzianum; De Souza et al. (2006) com T. stromaticum obtiveram
uma produgio de 7.8 Logo esporos. g em arroz e Bettiol et al. (2005) com T. viride
obtiveram uma produgdo de 2,17. 10° esporos. mL™'. A comparagdo destes resultados com os
valores obtidos neste estudo mostra que até os isolados considerados ndo eficientes tiveram
uma boa produgao.

Os isolados variaram quanto ao tempo de colonizacdo e esporulagdo no substrato
(Tabela 9), sendo a relagdao tempo/produgdo de esporos de extrema importancia na avaliagdo
desta capacidade entre os isolados de Tspp. A melhor produtividade foi obtida por Th911, que
levou 3 d para colonizar totalmente o substrato e esporular. Outros isolados tiveram, porém,
sua producdo total afetada pelo tempo necessario para colonizagdo e esporulacdo do arroz.
Tps1052, por exemplo, apresentou uma produgio total de 25,29 esporos. 10°. gds™ em 5 d,
obtendo uma produtividade de 11,74 esporos. gds™. d, sendo que, Tvr905 que apresentou uma
produgio total de 17,34 esporos. 10°. gds™ (inferior a Tps1052) obteve uma produtividade
superior (5,78 esporos. 10®. gds™. d), uma vez que o tempo de colonizago e esporulagio foi

menor (3 d).

Os Potenciais de Produtividade de Esporos (%PPE) de Tspp estdo apresentados na
figura 34, tendo como referencial de 100% a produtividade de Th911, seguido por Tvr905,
sendo significante a diferenca entre eles (p<0,05). Observa-se ainda grande decréscimo na
produtividade dos isolados, sendo que todos obtiveram um potencial inferior a 50% quando
comparados a Th911. Vale ressaltar que muitos isolados de T. stromaticum obtiveram 6timos
%PAs (Figuras 29, 30, 31 e 32), mas obtiveram, entretanto, %PPEs abaixo de 20% em
comparagdo a Th911. De Souza et al. (2006) ressaltaram que a dificuldade de producao de
esporos em arroz por T. stromaticum grupo I pode afetar o uso deste isolado para o controle
de Mp, embora em campo apresente boa capacidade antagdnica, demonstrando a importancia
deste fator no sistema de produgcdo de um biofungicida. Como em todos os resultados

anteriores, continua evidente a variacao de resultados intraespecificas.
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Potencial de Produtividade de Esporos em arroz (% PPE)

Trichoderma spp

Figura 34- Potencial de Produtividade de Esporos (% PPE) por isolados de Trichoderma spp
em arroz como substrato. As barras verticais representam os desvios padrdo das médias
(triplicatas). Médias seguidas da mesma letra nao sao significantes (p<0,05) de acordo com o
teste Scott-Knott.

4.4. Potencial de isolados de Trichoderma spp para uso no Controle Bioldgico (%PCB)
de M. perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916

Quando os Potenciais de Crescimento (%PC) e Potenciais de Antagonismo (%PA)
foram associados aos Potenciais de Esporulagdo (%PPE) de cada isolado de Tspp, foram
obtidos os Potenciais individuais de cada isolado para uso no Controle Biologico de cada
subgrupo de Mp (%PCB), estando os resultados apresentados nas figuras 35, 36, 37 e 38.

Observou-se que para Mp1441, o melhor resultado foi obtido com Th911, seguido por
Tvr905 e posteriormente por Tps1052 (p<0,05). Os outros isolados apresentaram um %PCB
inferior a 60%, sendo Tr1612 o que obteve o menor %PCB (16,99%, p<0,05) (Figura 35).

O melhor %PCB para Mpl445 foi obtido por Th91l seguido por Tvr905 e
posteriormente por Tpl925 (p<0,05), sendo o menor %PCB apresentado por Tr1612 (21,32%,
p<0,05) (Figura 36).
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Potencial para Controle Biolégico a Mp1441(% PCB)

Trichoderma spp

Figura 35- Potencial de Trichoderma spp para uso no Controle Bioldgico (%PCB) de
Mpl1441. As barras verticais representam os desvios padrao das médias (trés replicatas).

Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-
Knott.

Potencial para controle Biolégico de Mp1445 (% PCB)

Trichoderma spp

Figura 36- Potencial de Trichoderma spp para uso no controle biologico (%PCB) de
Mpl445. As barras verticais representam os desvios padrao das médias (trés replicatas).

Meédias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-
Knott.
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A figura 37 apresenta os %PCBs de Tspp a Mpl1893 e observa-se que Th911 foi
seguido por Tvr905 e Tpl925, que ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa
entre eles (p>0,05). Os demais apresentaram %PCBs inferiores a 65% e Tr1612 também

apresentou o menor %PCB (12,53%, p<0,05).
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Figura 37- Potencial de Trichoderma spp para uso no controle biologico (%PCB) de
Mpl1893. As barras verticais representam os desvios padrdo das médias (trés replicatas).

M¢édias seguidas da mesma letra ndo sao significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-
Knott.
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Com Mpl1916 (Figura 38), Th911 também foi seguido por Tvr905 e Tpl925 (p<0,05),
sendo que Ts4077, Ts1441 e Ts3461 apresentaram os menores %PCB (p>0,05).
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Figura 38- Potencial de Trichoderma spp para uso no controle biologico (%PCB) de
Mp1916. As barras verticais representam os desvios padrao das médias (triplicatas). Médias
seguidas da mesma letra nao sao significantes (p<0,05) de acordo com o teste Scott-Knott.

Podemos observar nas figuras 35, 36, 37 e 38 a variag¢do de resultados de isolados da
mesma espécie para o mesmo subgrupos de Mp. Todos os isolados de T. harzianum
obtiveram %PCBs diferentes para todos os subgrupos de Mps (p<0,05), o mesmo ocorrendo
para T. viride. T. pseudokoningii apresentou o mesmo resultado (p>0,05) para Mpl441
apenas por Tps1541 e Tps907; para Mp1445 por Tps1052, Tps913 e Tps909, para Mp1893
por Tps909 e Tps1541. T. stromaticum apresentou o mesmo %PCB (p>0,05) para Mp1441
por Ts1445 e Ts4077 e por Tsl441 e Ts3768; para Mpl445 por Ts3454 e Ts2994; para
Mp1893 por Ts3768 e Ts1445, por Ts1454, Ts3454 e Ts1441 e para Mp1916 por Ts3109 e
Ts2994, por Ts4007, Ts1441 e Ts3461. Constatou-se que a maior variagao intraespecifica foi
apresentada por T. harzianum e T. viride, seguidos por T. pseudokoningii, sendo que T.

stromaticum obteve o menor indice de variagdo intraespecifica.
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As variacdes individuais do %PCB de cada isolado para cada subgrupo de Mp podem
ser melhor visualizadas pela andlise da figura 39, em que as médias dos %PCBs de Tspp sao

comparadas entre os grupos de Mp.
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Figura 39 - Potencial de isolados de Trichoderma spp para uso no biocontrole dos
subgrupos de M. perniciosa (%PCB). Médias de cada isolado para cada subgrupo
seguidas das mesmas letras ndo sdo significantes entre si de acordo com teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Observa-se que nenhum isolado de Tspp apresentou o mesmo %PCB a todos os
subgrupos de Mp. Os %PCBs de Th911, Tvr905, Tpl925, Th1070, Tvi2007, Tps1052,
Tat2076, Th1058, Ts1445, Ts3109, Tps907, Ts1441, Ts2994, Ts3461 e Trl612 foram
significativamente diferentes para os quatro subgrupos de Mp (p<0,05). Tvr1643 teve o
mesmo %PCB (P>0,05) para Mp1893 e Mpl1441, Th906 para Mp1445 e Mp1893, Tps913
para Mp1445 e Mp1916, TIs3188 para Mp1441 e Mp1916, Ts3454 para Mp1445 e Mp1916,
Ts3768 para Mpl1893 e Mpl916, Tps1541 para Mp1893 e Mp1441, Tps909 para Mp1893 e
Mp1916 e Ts4077 para Mp1445 e Mp1893.
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Pode ser verificado ainda que de modo geral os maiores indices totais de %PCB foram
obtidos para Mp1445 (Figura 40), seguido por Mpl1893, Mp1441 ¢ Mp1916, o que sugere
mais uma vez maior especificidade de Tspp a Mp1445 ou menor capacidade de supressdo de
Mp1445 ao antagonista (DEACON e BERRY, 1992). Constata-se ainda, que Th911 foi o
unico isolado que apresentou %PCB elevado para todos os subgrupos de Mp, seguido por

Tvr905, que entretanto teve na média %PCB em torno de 17% menor que Th911.
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Figura 40- Potenciais para uso no biocontrole por isolados de Trichoderma spp
(%PCB) acumulados por cada subgrupo de M. perniciosa.
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4.5. Potencial de antibiose de isolados de Trichoderma spp aos diferentes subgrupos
de M. perniciosa por metabodlitos ndo volateis e volateis e antibiose de M.
perniciosa 1445 a T. virens 2007 por metabdlitos ndo volateis

Dos isolados de Tspp avaliados, todos apresentaram algum grau de antibiose a todos
os subgrupos de Mp (Figuras 23, 24, 25 ¢ 26) e como citado anteriormente esta antibiose pode
ter ocorrido pela competicdo por espago e/ou nutrientes, producdo de metabdlitos volateis,
ndo volateis e ainda pela agdo sinérgica de um ou mais destes mecanismos. Assim, os isolados
foram avaliados quanto as suas capacidades em produzir metabdlitos volateis e ndo volateis

com caracteristicas inibitorias ao crescimento de Mp.

45.1. Potencial de antibiose de isolados de Trichoderma spp aos diferentes

subgrupos de M. perniciosa por metabdlitos ndo volateis (AMNV)

Os cultivos pareados de Tspp e Mp que apresentaram a formacdo de halo entre as
coldnias do patdégeno e antagonista, foram avaliados quanto a possibilidade da antibiose ter
ocorrido pela agdo de metabolitos ndo volateis produzidos pelo antagonista, em detrimento ao
crescimento do patdgeno. Os resultados encontrados demonstram que apenas o extrato
metabodlico de Th906 demonstrou uma atividade antibiotica de 11,66% a Mp1916 por agao de
metabolitos nao volateis (Tabela 10).

Todos os outros subgrupos de Mp ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa entre o crescimento radial apresentado nas placas controle e os obtidos nos
cultivos adicionados de extrato metabolico de Tspp, resultando portanto, em um %AMNYV de
0,00%. Como os resultados foram negativos para praticamente todos os subgrupos, a que
pode ser atribuida a formagao dos halos?

O grau de antibiose por metabdlitos nao volateis pelo método da cultura pareada ¢
determinado pela distdncia (mm) existente entre as colonias do patdgeno e antagonista, e
expressa a quantidade ou natureza do(s) metabdlito(s) excretado(s). Outros trabalhos
relataram diferentes graus de antibiose em cultivos pareados entre Trichoderma e outros
fitopatégenos (MARTINS-CORDER E MELO, 1998; ETHUR et al., 2001). Como os halos
observados nas figuras 22 A, 22 C, 22 E, 22 G-1, 22 H-1, 22 H-2 foram pequenos, embora
visiveis, ndo foram passiveis de mensuracdo. Assim, supde-se que a quantidade de
metabolitos excretados por Tspp nos cultivos pareados tenha sido pequena ou de natureza

inibitoria baixa. Isto poderia também ter ocorrido nos cultivos liquidos de Tspp para produgao
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dos extratos metabolicos brutos e quando utilizados no meio BDA nao afetaram o crescimento
dos Mps testados, resultando nos %AMNYV nulos (Tabela 10). Outros fatores que poderiam
levar a baixa produ¢do de metabdlitos nos cultivos submersos seriam as condi¢des de cultivo,
uma vez que a producdo de metabolitos depende de pardmetros ambientais como pH,
temperatura, tipo de substrato (VIZCAINO et al., 2005) ¢ o tempo de cultivo (BUSHELL,
1989). Mondego et al. (2008) relatam ainda a capacidade de detoxificagdao apresentada por M.
perniciosa, significando que compostos nao volateis podem ter sido produzidos por Tspp e

degradados por Mp.

Tabela 10 - Potencial de antibiose de isolados de Trichoderma spp aos diferentes
subgrupos de M. perniciosa por metabdlitos ndo volateis (%AMNYV).

Isolados AMBV ()

Mpl441 Mp1445 Mp1893 Mp1916
Th9o06 SH SH SH 11,66 (£1,08)
Tps909 SH 0,00 (= 0,00) 0,00 (£ 0,00) SH
Tps907 SH 0,00 (£ 0,00) 0,00 (£ 0,00) 0,00 (£ 0,00)
Tvi2007 SH 0,00 (£ 0,00) SH SH
Tlg3188 0,00 (= 0,00) 0,00 (= 0,00) SH 0,00 (£ 0,00)
Tr1612 0,00 (= 0,00) 0,00 (= 0,00) SH SH

SH: ndo avaliados, pois ndo houve formagdo de halo em cultura pareada. Os
resultados representam as médias das triplicatas estando os erros padrdo indicados
entre parénteses.

4.5.2. Potencial de antibiose de M. perniciosa 1445 a Tvi2007 por metabolitos nédo

volateis

Como citado anteriormente, o patdogeno também poderia estar inibindo o antagonista e
em busca desta resposta foi realizado o mesmo experimento, desta vez utilizando liquido
metabdlico de Mp1445 para avaliar a capacidade de antibiose a Tvi2007. Isto porque, os
mesmos apresentaram em cultivo pareado a formagdo de halo e o crescimento radial de
Tvi2007 foi inibido, quando comparado ao crescimento radial apresentado em cultivo
individual (RAC) (Tabela 7). Paralelamente também foi realizado o experimento utilizando
Mp1893 que em relagdo a Tvi2007 ndo formou halo em cultivo pareado, tampouco inibiu seu

crescimento. Pelo resultado apresentado na figura 41, observa-se que o extrato metabolico de
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Mp1445 inibiu o crescimento radial de Tvi2007, sendo a inibicao de 0,0% nos cultivos

utilizando extrato metabolico de Mp1893.
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Figura 41- Potencial de antibiose de M. perniciosa 1445 a T. virens 2007 por metabolitos
ndo volateis. Os resultados representam as médias das triplicatas estando os desvios
padrdo indicados entre parénteses.

Isto sugere, portanto, que halos formados em cultivos pareados entre um patégeno e
antagonista podem ser causados por metabdlitos ndo volateis produzidos pelo patégeno, ou
ainda por ambos. Estudos mais aprofundados que avaliem a capacidade de antibiose dos
fungos envolvidos na interacdo antagonista x hospedeiro devem ser realizados para melhor
caracterizar os resultados obtidos em cultura pareada, que indevidamente sdo geralmente

atribuidas como sendo uma capacidade apenas do antagonista.

4.5.3. Potencial de antibiose de isolados de Trichoderma spp aos diferentes
subgrupos de M. perniciosa por metabolitos volateis (AMV)- Técnica da

placa invertida.

Os isolados de Tspp que em cultivo pareado inibiram o crescimento de Mp sem a
formagdo de halo entre as coldnias, foram avaliados quanto a capacidade de produgdo de
metabolitos volateis. Os resultados apresentados na tabela 11 demonstram que Tspp produziu
substancias volateis ndo identificadas que inibiram em diferentes graus o crescimento de

todos os isolados de Mp.
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Tabela 11 - Potencial de antibiose de isolados de Trichoderma spp aos diferentes subgrupos
de M. perniciosa por metabolitos volateis (%AMV).
AMV (%)

Mpl441 Mp1445 Mp1893 Mpl916

Isolados

Th911 92,55 (+7,18)* 72,33 (£5,57)C 100 (£0,00)* 43,98 (+4,01)°
Th1070 69,49 (+2,58)% 85,72 (£4,09)* 71,90 (£2,28)® 68,05 (+2,41)¢
Tat2076 48,66 (+2,23)° 80,36 (+7,73)¢ 4523 (£2,18)° 69,44 (+ 1,39)€
Tvr905 73,95 (£2,58)% 90,62 (+ 1,34)* 68,09 (£ 1,65)¢ 74,07 (+ 0,85)"°
Tvi2007 63,54 (£2,41)C  9732(+2,32)* 63,80 (£7,19¢ 61,57 (+0,83)°
Tlg3188 89,58 (£ 1,29)*  4332(+0,77)° 73,80 (+ 1,68)® 84,72 (+ 1,39)*
Tps1052 85,86 (£2,58)" 83,04 (+3,18)® 100 (£0,00)* 68,51 (+2,89)€
Tpl925 59,07 (£ 1,190 7947 (£3,37)® 46,66 (£0,82)° 57,40 (+2,75)¢
Tr1612 62,05 (£591)¢ 9553 (+4,12)* 36,19 (£ 1,65)F 58,79 (+0,80)
Ts3454 32,33 (+2,52)F 25,98 (+£3,32)F 22,15 (£3,57)F 33,96 (+2,21)"

Os resultados representam as médias das triplicatas estando os desvios padrao indicados entre
parénteses. Médias de cada subgrupo para cada isolado seguidas das mesmas letras ndo sdo
significantes entre si de acordo com teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O maior %AMV a Mpl441 foi demonstrado por Th911, Tlg3188 e Tps1052, ndo
sendo estatisticamente significativa a diferenca entre eles (p=>0,05); o menor %AMYV foi
apresentado por Ts3454 (32,33%). A Mp1445, o maior %AMV foi apresentado por Th1070,
Tvr905, Tvi2007 e Tr1612, ndo sendo significativa a diferenca entre eles (p=>0,05); o menor
%AMYV foi apresentado por Ts3454 (25,98%). O maior %AMV a Mp1893 foi demonstrado
por Th911l e Tps1052, ndo sendo significativa a diferenca entre eles (p>0,05); o menor
%AMYV foi apresentado Ts3454 (22,15%). A Mpl1916 o maior %AMV foi apresentado por
T1s3188 (p<0,05), tendo mais uma vez Ts3454 apresentado o menor percentual (33,96%). Um
fato interessante demonstrado por Tps1052 foi que em cultivos de manuten¢do efetuados em
BDA, sempre foi observada a producdo de um metabolito que tornava o meio com uma
coloragdo amarela intensa, sendo que nos experimentos para detec¢do da producdo de
metabolitos volateis (placa invertida) a mesma coloragdo foi constatada na parte superior da
placa (onde se encontrava o patégeno). O fato foi observado com todos os subgrupos de Mp,

sugerindo ter este metabolito natureza volatil.
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Constatou-se ainda, que os maiores percentuais de AMV% (Tabela 11) dos isolados de
Tspp avaliados foram com Mp1445, seguidos por Mp1441, Mp1893 e Mp1916, estando de
acordo com os percentuais de inibi¢do (%PAT) ap7resentados na figura 27, demonstrando que
Mp1445 é mais sensivel a a¢do antibiotica de Tspp.

Metabdlitos volateis tém vantagens sobre aqueles nao volateis (MANGENOT e DIEN,
1979), como a capacidade de difusd@o em intersticios, assim como na solu¢ao do solo, quando
soliveis em agua. S3o somente sujeitos a adsorsdo e biodegradagdo e seu efeito ¢ somente
limitado por diluicdo. A natureza volatil de certos antibidticos, como as pironas, produzidas
por T. harzianum (CLAYDON et al., 1987) e por T. koningii (SIMON et al., 1988), confere
uma vantagem distinta sobre inibidores ndo volateis, j4 que sua agdo pode atingir
microrganismos fisicamente distantes dos sitios de produ¢do. A permeag¢do por inibidores nao
volateis pode ser altamente restrita, especialmente para metabolitos de baixa solubilidade em
agua.

Para varios autores (HOWELL 2003; VERMA et al., 2007; REINO et al. 2008) a
antibiose ¢ considerada como sendo um mecanismo essencial no biocontrole de varias
espécies de Trichoderma a diversos fitopatogenos e estudos prévios comprovaram a boa
capacidade deste género em produzir compostos volateis com capacidade antibidtica a

diversos fitopatogenos, conforme demonstra a tabela 12.
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Tabela 12- Relagdo de isolados de Trichoderma spp produtores de metabolitos volateis
e ndo volateis no processo antagdnico a fitopatdgenos, citados por outros autores.

Isolados Patogeno Metabdlito Autores
Penicillium spp
Aspergillus fumigatus
T harzianum Candida albicans A% Claydon et al. (1987)
' Cryptococcus Parker et al. (1997)
neoformans
T. viride
T. aureoviride Sclerotinia v Lobo Junior ¢ De
T. koningii sclerotiorum Abreu (2000)
T. pseudokoningii
T. pseudokoningii Glomus mosseae A% Martinez et al. (2004)
Glomus rosea
Glomus graminis .
T. harzianum Fusarium %ulmorum A% Kuguk ¢ Kivang
: . (2004)
Fusarium moniliforme
Trichoderma sp Serpula lacrymans \Y Yang et al. (2007)
T. viride
T. polysporum Colletia paradoxa A% Eziashi et al. (2007)
T. hamatum
T. hamatum Fusarium graminearum A% Hajieghrari et al.
' (2008)
T. harzianum Fusarium moniliforme \% El-Hasan et al. (2008)
T. longibrachiatum Sclerotium. rolfsii \Y Shaigan et al. (2008)
T. harzianum Ganoderma boninense \Y Siddiquee et al. (2009)
. . . . Hajieghrari et al.
T. virens Rhizoctonia solani A% (2008)
T. harzianum Fusarium moniliforme NV El-Hasan et al. (2009)
Trichoderma spp Verticillium dahliae V/ NV Mamns_gggdg‘;r ¢ Melo
T. harzianum Botryosphaeria Kexiang et al. (2002)
- . V/ NV
T. atroviride berengeriana
T. harzianum Eutypa lata V/ NV John et al. (2004)
Colletotrichum spp
T. viride Colletotrichum musae V/ NV Almeida et al. (2009)
Asperisporium caricae
T. viride Colletia paradoxa V/ NV Eziashi et al. (2006)
T. longibrachiatum Mycena citricolor NV Andrade et al. (1992)
T. harzianum Rhizoctonia solani NV Bertagnolli et al.
(1998)
T. harzianum Bipolaris oryzae NV Abdel-Fattah et al.
(2007)

V: metabdlitos volateis; NV: metabolitos ndo volateis.
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A producdo de compostos antifungicos pode variar entre isolados da mesma espécie e
entre isolados de espécies diferentes, como também espécies diferentes pode produzir
mesmos compostos da mesma natureza (GHISALBERTI e SIVASITHAMPARAM, 1991).
Dennis ¢ Webster (1971a) citaram que a susceptibilidade dos fungos a estes metabdlitos
também pode variar. Tais afirmagdes estdo de acordo com os resultados apresentados na
tabela 11, uma vez que Th1070 e Th911 variaram em seus %AMVs a todos os Mps e também
a grande variacdo da susceptibilidade apresentada pelos subgrupos de Mp aos metabolitos
produzidos por um mesmo isolado de Tspp (Tabela 11).

Os resultados demonstraram baixa capacidade de antibiose por Ts3454 a todos os
isolados de Mp (Tabela 11). Uma baixa atividade antifungica, entretanto, pode nao significar
baixa capacidade de biocontrole, contanto que o isolado apresente outras qualidades
favoraveis. Castillejo et al. (2001) relataram a baixa atividade antifingica de T. atroviride
NBT 11, apresentando, porém, o6tima produg¢do de enzimas hidroliticas degradadoras da
parede celular, o que também foi constatado por Hermosa et al. (2000) e Sanz et al. (2004).

A maioria dos trabalhos de antagonismo ente T. stromaticum e Mp ndo relata a agao
do mecanismo de antibiose, embora Degenkolb et al. (2006) constataram a producdo de
polipeptidios antibidticos ndo volateis (trichocompactinas e trichostromaticinas) por T.
stromaticum e Aneja et al. (2005) comprovaram a produ¢ao acido pelargonico por espécies de
Trichoderma com ag¢ao antifingica a M. perniciosa.

Outro fator que também deve ser avaliado em estudos futuros ¢ a agdo de possiveis
metabolitos volateis produzidos por Mp agindo no crescimento de Tspp, pois neste trabalho
nao foi comparada a média dos raios das colonias de Tspp nos cultivos com Mp pelo método

da placa invertida, com as médias dos raios das coldnias de Tspp em placas controle.

4.6. Caracterizacdo do mecanismo antagénico de Trichoderma spp aos diferentes

subgrupos de M. perniciosa por enzimas hidroliticas

4.6.1. Enzimas hidroliticas produzidas por isolados de Trichoderma spp em

substratos especificos

O passo inicial para se determinar a capacidade de micoparasitismo de Tspp a Mp, foi
avaliar se a presenca de substratos especificos induziria a producdo de enzimas hidroliticas

envolvidas na degradacdo da parede celular fungica, uma vez que estudos de outros autores
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demonstram sua importancia no entendimento do mecanismo responsavel pela acgdo
antagdnica deste micoparasita sobre o fitopatogeno M. perniciosa (SAMUELS et al., 2000;
DE MARCO et al., 2003; CARVALHO, 2006; HANADA et al., 2008).

A producdo da enzima protease (Ptase) por Tspp estdo apresentadas na figura 42.
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Figura 42- Produgdo da enzima protease no extrato enzimatico bruto de
Trichoderma spp cultivado em substrato especifico. As barras verticais
representam os desvios padrao das médias (triplicatas). Médias seguidas da
mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Verificou-se que todos os isolados de Tspp avaliados provavelmente possuem genes
que expressaram a producdo da enzima protease em meio contendo caseina como Unica fonte
de carbono, demonstrando, portanto o carater indutivo desta enzima. A melhor atividade
produtora foi apresentada por Tr1612 (2,89 U. mL™. min.” - p<0,05) seguido por Tat2076 que
apresentou produ¢ao 32% menor que Tr1612.

A producdo foi decrescente para os outros isolados, sendo que Tlg3188 foi o que
apresentou a menor produgdo (0,56 U. mL™. min.” - p<0,05), sendo 78% menor que Tr1612.
T. reesei ndo ¢ usualmente a espécie mais citada como produtora de proteases, entretanto
alguns trabalhos relataram atividade proteolitica por esta espécie (HAGSPIEL et al., 1989;
HAAB et al., 1990; MANTYLA et al., 1994).

Muitos trabalhos ja avaliaram a atividade proteolitica de T. harzianum, apresentando
resultados bastante diversos, fato esperado uma vez que o isolado utilizado e as condigdes
culturais afetam a atividade enzimatica: De Marco et al. (2003) obtiveram com um isolado de

T. harzianum uma atividade de 1,9 U. mL". min.” semelhante ao valor apresentado neste
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estudo por Th911 (1,23 U. mL". min.™), Padua et al. (2007) obtiveram com dois isolados de
T. harzianum (CEN201 e CEN241), 0.3 e 0,07 U. mL", respectivamente ¢ Elad e Kapat
(1999) com T. harzianum obtiveram 0,35 U. mL™".

Todos os isolados também foram capazes de expressar a producdo da enzima exo-f3-
1,4 glucanase (FPase) em meio contendo papel de filtro como fonte de carbono, e que
representa a atividade total da celulase (Figura 43).

Tlg3188 apresentou a maior atividade (6,47 U. mL™". min.” - p<0,05), sendo maior que
a encontrada por Ruegger ¢ Tauk-Tornisielo (2004) com a mesma espécie (0,018 U. mL™.
min.™"). Outros trabalhos que avaliaram a producdo da enzima usando papel de filtro como
substrato apresentam também resultados bastante diversos para outras espécies de
Trichoderma: Jun et al. (2009) obtiveram com T. reesei 2,6 U. mL™", Rezende et al. (2002)
obtiveram atividade maxima por T. harzianum de 4,0 U. mL™, Lopes (2008) obtiveram com
Trichoderma sp 0,04 U. mL™. min.”, Ruegger ¢ Tauk-Tornisielo (2004) com T. inhamatum,
T. pseudokoningii e T. viride obtiveram produgdo méaxima de 0,19 - 0,015 e 0,017 U. mL™".
min.'l, respectivamente, Juhasz et al. (2005) com T. reesei obtiveram a atividade de 1,15 U.
mL™". min.” e Kocher (2008) com T. harzianum obteve 0,08 U. mL™ e com T. reesei 0,06 U.

mL"!
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Figura 43- Producdo da enzima celulase total (FPase) por Trichoderma spp
cultivado em substrato especifico. As barras verticais representam os desvios
padrdo das médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra ndo sdo
significantes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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As atividades da enzima endo-B-1,4 glucanase (CMCase) por Tspp (Figura 44) nos
mostra que Th911 apresentou a melhor a melhor produgio (12,79 U. mL™. min.” - p<0,05) e
embora os outros isolados tenham apresentado atividades significativamente diferentes a
Th911, também revelaram ser bons produtores de CMCase, tais como Tpl925, Th1070,
Tvi2007, Tvr905 e Tlg3188, que apresentaram uma producao de 12,11- 11,77- 11,04- 11,02 e
9,59 U. mL™". min.”, respectivamente. A producdo de Th911 foi pequena quando comparada a
encontrada por De Marco et al. (2003), que obtiveram uma produgdo em torno de 100 U. mL"
' min.”" por T. harzianum. Entretanto, foi grande quando comparada a encontrada por outros
autores com T. harzianum: Rezende et al. (2002) de 4,0 U. mL"', Ruegger e Tauk-Tornisielo
(2004) de 1,64 U. mL™". min.” e Kocher (2008) de 0,12 U. mL".
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Figura 44- Producao da enzima endoglucanase (CMCase) por Trichoderma spp
cultivado em substrato especifico. As barras verticais representam os desvios
padrdo das médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra ndo sao
significantes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A produgdo da enzima B -1,3 glucanase por Tspp foi induzida na presenca de
laminarina por todos os isolados de Tspp (Figura 45), sendo que Th1070 se destacou com
uma producdo de 4,16 U. mg proteina. mL™ (p<0,05), tendo os outros isolados apresentado
produgdes bastante inferiores.

A producgdo apresentada por Th1070 ¢ menor quando comparada a obtida por

Menendez e Godea (1998) com T. harzianum BAFC 742 (14,00 U. mg. proteina. mL™), sendo
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entretanto maior que a obtida por Kuguk e Kivang (2008) com T. harzianum T15 (0,451 U.
mg. proteina™).

A producgdo de B -1,3 glucanase também sdo citadas para outras espécies, tais como T.
reesei (SILVA, 2008), T. viride (CHAKRABORTY e¢ CHATTERIJEE, 2008), Trichoderma
sp. (HATVANI et al., 2002), T. atroviride (KAUR et al., 2005), T. koningii (MONTEIRO e
ULHOA, 2006) ¢ T. longibrachiatum (SANCHEZ et al., 2007).

Atividade f 1-3 glucanase (U. mg. proteina ')

Th1070  Twr905  Ts3454  Tpl925  Tat2076 Tps1052 Th911  Twiz007  Tr1612  Tig3188

Trichoderma spp

Figura 45- Produgdo da enzima B-1-3-glucanase por Trichoderma spp cultivado
em substrato especifico. As barras verticais representam os desvios padriao das
médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes
(p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os isolados de Tspp avaliados apresentaram capacidade de produzir as enzimas o-
amilase (Figura 46) e B- amilase (Figura 47), quando cultivados em meio contendo amido

como unica fonte de carbono.
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Figura 46- Produgdo da enzima amilase dextrinizante (a- amilase) por
Trichoderma spp cultivado em substrato especifico. As barras verticais
representam os desvios padrdo das médias (triplicatas). Médias seguidas da
mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey
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Figura 47- Produgdo da enzima amilase sacarificante (B- amilase) por
Trichoderma spp cultivado em substrato especifico. As barras verticais
representam os desvios padrao das médias (triplicatas). Médias seguidas da
mesma letra ndo sdo significantes (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

De acordo com Pandey et al. (2005) as enzimas amiloliticas sdo produzidas
principalmente por fungos filamentosos, sendo T. harzianum a espécie mais estudada, embora
os isolados de T. harzianum avaliados neste trabalho ndo tenham sido os melhores produtores

de amilases. Th1070 apresentou, no entanto, atividade de a- amilase de 4,48 U. mL™' (Figura
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46) e de B- amilase de 2,65 U. mL" (Figura 47), compativel com as atividades obtidas por
Kim et al. (2005) com T. harzianum de 5,6 U. mL™" ¢ 3,1 U. mL", respectivamente ¢ por De
Marco et al. (2003), que obtiveram uma atividade de a- amilase por T. harzianum 1051 em
torno de 2,0 U. mL™". Apesar de T. reesei ¢ T. longibrachiatum nio serem descritos como
bons produtores de amilases apresentaram as melhores atividades de a- amilase (10,26 U. mL"
' . p<0,05, Figura 46) e - amilase (7,09 U. mL™ - p<0,05, Figura 47), respectivamente. Sahoo
et al. (1986) obtiveram, entretanto, boa produgdo de a- amilase por T. reesei (7,0 U. mL'l)
utilizando glicose como fonte de carbono indutora. A atividade amilolitica de T. reesei
também ¢ descrita por Nagai e Aiba (1976) e por Sethi et al. (1999). Harrer et al. (1983)
relatam baixa producdo de amilase por T. pseudokoningii. Barbosa et al. (2001), que
obtiveram atividade amilolitica com T. inhamatum, T. harzianum, T. koningii e T. viride,
acreditam que a atividade apresentada por estas espécies pode ser responsavel pelo seu 6timo
crescimento em meio BDA.

A quitina como unica fonte de carbono induziu a atividade da enzima quitinase por

todos os isolados, com excegdo de TIg3188 (Figura 48).

— >

Atividade quitinase (U. mg proteina. mL-")

Th1070 Tha11 Ts3454  Tpl925 Tvr305  Tpsi052 Tat2076  Tvi2007  Tri612  Tigl168

Enor bars +- 25D

Trichoderma spp

Figura 48- Produ¢dao da enzima quitinase por Trichoderma spp cultivado em
substrato especifico. As barras verticais representam os desvios padrao das
médias (triplicatas). Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significantes
(p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Th1070 apresentou a atividade maxima de 1,23 U. mg de proteina. mL™" (p<0,05),

seguido por Th911 com 0,50 U. mg de proteina. mL™, sendo que os demais isolados
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apresentaram atividades bem abaixo. A atividade quitinolitica de T. harzianum foi relatada em
diversos outros trabalhos utilizando quitina como fonte indutora: Padua et al. (2007)
obtiveram com os isolados de T. harzianum CEN 201 ¢ CEN 241 uma atividade de 0,115 ¢
0,436 U. mL" e De Marco et al. (2003) obtiveram com T. harzianum 1051, 0,38 U. mL™.
Tondje et al. (2007) utilizando meio minimo suplementado com glicerol obtiveram uma
atividade de 0.021 U. mL" demonstrando que esta enzima ¢ induzida por outras fontes de
carbono como também por deple¢do de nutrientes e stress metabolico (MACH et al., 1999).
Tlg3188 ndo apresentou atividade quitinolitica, estando este resultado de acordo com o obtido
por Sanchez et al. (2007) que obtiveram com T. longibrachiatum uma atividade bastante baixa

(0,0003 U. mL™") em comparagio a T. harzianum T39.

4.6.2. Enzimas hidroliticas produzidas por isolados de Trichoderma spp em
substratos contendo micélio seco dos diferentes subgrupos de M.

perniciosa como Unica fonte de carbono

A produgdo das enzimas hidroliticas por Tspp, como mostrado nos resultados
anteriores, foi induzida pela presenga de substratos especificos. Assim, foi avaliada também a
capacidade dos componentes da parede celular dos subgrupos de Mp1441, 1145, 1893 ¢ 1916
em induzir a produgdo de -1-3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease (Ptase) por
Tspp.

Os resultados das producdes destas enzimas por Th91lestdo apresentados nas figuras
49 e 50, onde se observa que as estruturas fungicas de todos os subgrupos de Mp induziram a
producdo de Bgnase, Qnase e Ptase por Th911, todavia, em diferentes tempos de cultivo e em
diferentes intensidades quando comparados aos resultados obtidos nos cultivos com substrato
especifico. A producdo de Bgnase por Th911 se iniciou com todos os subgrupos de Mp com
24 h de cultivo, aumentando com 48 h e atingindo atividade méxima com 72 h (Figuras 49 e
50). A produgdo de quitinase se iniciou com 48 h de cultivo com todos os subgrupos de Mp
atingindo produ¢do maxima com 72 h (Figuras 49 e 50), sendo, entretanto inferior as
produgdes de Bgnase. A producdo de Ptase se iniciou com todos os subgrupos de Mp com 24
h de cultivo, aumentando com 48 h (Figuras 49 e 50); com Mp1893 e Mpl1916 a atividade
maxima foi obtida com 72 h (Figura 50), sendo que com Mp 1441 e Mp1445 a atividade de
Ptase com 72 h foi nula (Figura 49).

As atividades maximas totais de Bgnase e Qnase por Th911 com micélio seco de Mp

como fonte de carbono (Figuras 49 e 50), foram menores que as obtidas com substratos
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especificos (Figuras 45 e 48, respectivamente), sendo que apenas com Mpl1916 a atividade de
Ptase total com caseina como fonte indutora, foi menor que as atividades obtidas com micélio

de Mp (Figura 50 B).
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Figura 49 - Atividades das enzimas [-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e
protease (Ptase) por Trichoderma harzianum 911 cultivado em meio com micélio seco de
Mpl441 (A) e de Mpl445 (B) como unica fonte de carbono. As barras verticais
representam os desvios padrao das médias (triplicatas).
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Figura 50- Atividades das enzimas B-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma harzianum 911 cultivado em meio com micélio seco de Mp1893
(A) e de Mp1916 (B) como tUnica fonte de carbono. As barras verticais representam os
desvios padrao das médias (triplicatas).
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As atividades das enzimas Bgnase, Qnase ¢ Ptase por Tlg3188 em meio contendo
Mpl441, Mpld45 e Mpl893 e Mpl916 estdo apresentadas nas figuras 51 e 52,
respectivamente, nas quais se verifica que nenhum subgrupo de Mp induziu a producgdo de
Qnase por Tlg3188.

Os substratos especificos induziram fracamente a produgdo de Bgnase, Qnase e Ptase
por Tlg3188 (Figuras 45, 48 e 42, respectivamente), sendo que com Mp1441 e Mp1893 como
substrato (Figuras 51 A e 52 A, respectivamente), houve uma fraca atividade de Bgnase com
48 h de cultivo, permanecendo a mesma com 72 h. Com Mp1445 e Mp1916 (Figuras 51 B e
52 B, respectivamente), Tlg3188 apresentou fraca atividade de Bgnase apenas com 72 h de
cultivo. A produgao de Ptase por TIg3188 variou com os subgrupos de Mp, sendo iniciada
com Mp1441 com 24 h, decrescendo até 72 h de cultivo (Figura 51 A); com Mp1916 iniciada
com 24 h, crescendo até 72 h de cultivo (Figura 52 B) e com Mp1445 e Mp1893 iniciada com
48 h, crescendo até¢ 72 h (Figuras 51 B e 52 A, respectivamente). A atividade de Bgnase por
Tlg3188 com Mp como fonte indutora foram semelhantes as atividades obtidas com
laminarina (Figura 45), tendo sido nula as atividades de Qnase tanto com substratos
especificos (Figura 48) quanto com Mp como fonte de carbono (Figuras 51 e 52). Verificou-
se que a atividade total da Ptase com caseina como fonte indutora (Figura 42) foi maior
apenas pela apresentada com Mp1441 como fonte de carbono (Figuras 51 A), tendo os demais
subgrupos induzido atividades maiores que a caseina.

As atividades das enzimas Bgnase, Qnase e Ptase por Tps1052 em meio contendo
Mp1441, Mp1445 e Mp1893 e Mp1916 como fonte indutora estdo apresentadas nas figuras
53 e 54, respectivamente.

Os substratos especificos induziram a produgdo de Bgnase, Qnase e Ptase por Tps1052
(Figuras 45, 48 e 42, respectivamente), sendo que apenas Mpl1441 induziu a atividade de
Bgnase por TIg3188 (Figura 53 A), tendo a atividade iniciado com 24 h, sendo crescente até
72 h de cultivo. A atividade de Qnase de Tps1052 foi induzida por Mpl441le Mpl1916 com
48 h de cultivo, aumentando com 72 h (Figuras 53 A e 54 B, respectivamente). Com Mp1445
e Mp1893 foi iniciada apenas com 72 h (Figura 53 B e 54 A, respectivamente). A atividade de
Ptase de Tpsl1052 foi iniciada com Mpl44l e Mpl445 com 72 h (Figura 53 A e B,
respectivamente), com Mpl1893 com 24 h e aumentando até 72 h (Figura 54 A) e com
Mp1916 com 24 h, decrescendo até 72 h (Figura 54 B). Observou-se que apenas em relacdo a
Mp1441 (Figura 53 A) a atividade da Bgnase foi ligeiramente maior do que a obtida com
laminarina (Figura 45), sendo as atividades da Qnase e Ptase com micélio de Mp menores que

com quitina e caseina como fonte indutoras (Figuras 47 e 42, respectivamente).
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Figura 51- Atividades das enzimas f-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma longibrachiatum 3188 cultivado em meio com micélio seco de
Mpl1441 (A) e de Mp1445 (B) como Unica fonte de carbono. As barras verticais representam
os desvios padrao das médias (triplicatas).
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Figura 52- Atividades das enzimas 3-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma longibrachiatum 3188 cultivado em meio com micélio seco de
Mp1893 (A) e Mp1916 (B) como tnica fonte de carbono. As barras verticais representam
os desvios padrao das médias (triplicatas).
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Figura 54- Atividades das enzimas B-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma pseudokoningii cultivado em meio com micélio seco de Mp1893 (A)
e de Mpl1916 (B) como tnica fonte de carbono. As barras verticais representam os desvios
padrdo das médias (triplicatas).
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As atividades das enzimas Bgnase, Qnase e Ptase por Tvi2007 em meio contendo
Mpl1441, Mp1445, Mp1893 e Mp1916 como fonte indutora estdo apresentadas nas figuras 55

e 56, respectivamente.
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Figura 55- Atividades das enzimas B-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma virens 2007 cultivado em meio com micélio seco de Mp1441 (A)
e Mp1445 (B) como unica fonte de carbono. As barras verticais representam os desvios
padrao das médias (triplicatas).
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Figura 56- Atividades das enzimas B-1,3-glucanase (Bgnase), quitinase (Qnase) e protease
(Ptase) por Trichoderma virens 2007 cultivado em meio com micélio seco de Mp1893 (A)
e Mp1916 (B) como unica fonte de carbono. As barras verticais representam os desvios
padrao das médias (triplicatas).

Os substratos especificos induziram a produ¢ao de Bgnase, Qnase e Ptase por Tvi2007
(Figuras 45, 48 e 42, respectivamente), sendo que com Mpl441, Mpl1893 e Mpl1916 as
atividades de Bgnase foram iniciadas com 24 h, aumentando até¢ 72 h (Figuras 55 A, 56 A e

B, respectivamente) e com Mp1445 iniciou apenas com 72 h (Figura 55 B). Com Mpl441,
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Mpl1893 e Mpl916 as atividades de Qnase iniciaram com 48 h, sendo crescente até 72 h
(Figuras 55 A e 56 A e B, respectivamente) e com Mpl445 foi nula (Figura 55 B). As
atividades de Ptase se iniciaram com Mpl441 e Mp1916 com 72 h (Figuras 55 A e 56 B,
respectivamente), com Mp1893 com 24 h, decrescendo com 48 h e nula com 72h (Figura 56
A) e com Mpl1445 foi nula (Figura 55 B). Observou-se que as atividades da Bgnase, Qnase e
Ptase com Mp como fonte indutora também foram menores que as atividades obtidas com os
substratos especificos (Figuras 45, 47 e 42, respectivamente).

O entendimento destes resultados visa esclarecer alguns questionamentos:

1. As atividades enzimaticas de Tspp em substratos utilizando Mp como fonte sdo
semelhantes as obtidas nos substratos especificos?

2. As atividades enzimaticas de Tspp em substratos utilizando Mp como fonte de
carbono evidenciam a natureza da parede celular de Mp?

3. As atividades enzimaticas de Tspp em substratos utilizando Mp como fonte de
carbono comprovam sua capacidade de micoparasitismo a Mp? E se comprovam,
quais as enzimas envolvidas?

4. Os isolados de Tspp avaliados possuem a capacidade de hidrolisar a parede celular
de todos os subgrupos de Mp utilizados ou existe especificidade entre os
antagonistas e os subgrupos de Mp?

5. Existindo a capacidade do antagonista em hidrolisar a parede celular do patogeno,
qual ¢ o padrdo enzimatico envolvido no processo?

Quanto ao 1° questionamento, acreditamos que os resultados obtidos com substratos
especificos sao em sua maioria semelhantes aos obtidos com Mp como fonte de carbono, uma
vez que os isolados que apresentaram atividade baixa ou nula de uma enzima em substrato
especifico também apresentaram em sua maioria atividade baixa ou nula em cultivos que
utilizaram micélio seco de Mp como fonte de carbono. Todos os que tiveram atividade
enzimatica nos substratos especificos, também tiveram nos cultivos com Mp como fonte de
carbono, todavia menos intensas. O fato das atividades em meio contendo Mp como fonte de
carbono ter sido na maioria dos casos menores do que as obtidas nos cultivos com substratos
especificos podem ser devido a uma concentracao mais baixa de glucanas, quitina e proteinas
na parede celular dos subgrupos de Mp avaliados. O mecanismo de repressdo catabolica
também pode ter atuado nos cultivos de Tspp com Mp como fonte de carbono, diminuindo a
atividade enzimatica, principalmente da Qnase, uma vez que tendo sido a produg¢do de Bgnase

sempre anterior a de Qnase. Isto pode ter acarretado um acumulo de pequenos
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oligossacarideos e glicose resultantes da hidrélise das glucanas, que atuaram reprimindo a
atividade de Qnase, segundo a literatura (PITSON et al., 1993).

Os resultados apresentados ndo revelaram um tnico tipo de padrdo quando resultados
obtidos em cultivos com substratos especificos foram comparados com os encontrados
utilizando micélio de fitopatdogenos. Vazquez-Garciduenaz et al. (1998), De Marco et al.
(2004), Monteiro e Ulhoa (2006) e Kucuk e Kivang (2008) obtiveram producao de B-1,3-
glucanase e quitinase por espécies de Trichoderma maiores em meio com micélio do
fitopatdgenos do que em meio com fontes de carbono especificas, sendo os mesmos
resultados obtidos em cultivos de diversos isolados de T. stromaticum com micélio de M.
perniciosa (CARVALHO, 2006). Outros autores, entretanto, obtiveram maiores atividades de
quitinase e B-1,3-glucanase por T. harzianum em cultivos com meios especificos em relagdo
as atividades obtidas com micélios de fitopatdgenos (KUCUK e KIVANC, 2004), como
também menor atividade de B-1,3-glucanase e maior de quitinase (MENENDEZ e GODEAS,
1998; EL-KATATNY et al., 2000).

Quanto ao 2° questionamento, a produc¢do de enzimas obtida por Tspp, induzida pela
parede celular de Mp, sugere que quitina, B-1,3-glucanas e proteinas sdo os principais
componentes da parede celular das células de Mp, estando envolvidas na destrui¢do do
fitopatdgeno. A relagdao entre a atividade enzimatica e a constituicao da parede celular foi
documentada por Bara et al. (2003) em seus estudos com T. asperellum e o fitopatogeno R.
solani, em que a secreg¢do de uma f-1,3-glucanase constitutiva pelo antagonista degrada as f3-
1,3-glucanas da parede celular do patégeno e os produtos da hidrélise induzem a secre¢ao de
altos niveis de B-1,3-glucanase e outras enzimas pelo antagonista, sendo portanto a atividade
da B-1,3-glucanase dependente da concentragdo de B- glucanas na parede celular do
patogeno. A producdo de enzimas hidroliticas por Tspp induzidas pela parede celular de
fitopatdgenos também ¢ bem documentada na literatura. Por exemplo: Bgnase e Qnase por T.
stromaticum em cultivos com M. perniciosa (CARVALHO, 2006); por T. harzianum em
cultivos com F. solani, D. sorokiniana, F. culmarum e S. rolfsii (KUCUK e KIVANC, 2008);
por T. harzianum em cultivos com F. culmorum, F. moniliforme e G. graminis (KUCUK e
KIVANC, 2004) e por T. hamatum, T. harzianum ¢ T. reesei em cultivos com B. cinerea, F.
culmorum e F. oxysporum (WITKOWSKA e MAJ, 2002); Bgnase por T. koningii em cultivos
com R. solani (MONTEIRO ¢ ULHOA, 2006) e por T. asperellum em cultivos com P. capsici
(TONDJE et al.,, 2007); Ptase, Bgnase e Qnase por T. harzianum em cultivos com R.
nigricans (ZNIDARSIC et al., 1995) e por T. reesei ¢ T. harzianum em cultivos com P.
ultimum (SILVA et al., 2009).
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Para a analise dos demais questionamentos, deve ser ressaltado que os isolados Th911,
Tlg3188, Tps1052 e Tvi2007 foram escolhidos para este estudo por terem apresentado nos
cultivos pareados diferentes capacidades de micoparasitismo aos subgrupos de Mp (Figura
22G-2, Figura 22 C, Figura 22 H-4 e Figura 22 E, respectivamente) e devido as suas
diferentes capacidades em produzirem enzimas hidroliticas na presenca de substratos
especificos como fonte de carbono (Figuras 42 a 48).

A tabela 13 apresenta de forma resumida, as capacidades de micoparasitismo de Tspp
a Mp (apresentadas nos cultivos pareados) e as atividades enzimaticas (apresentadas pelos
mesmos isolados quando cultivados em meio contendo apenas Mp como fonte de carbono),
com o objetivo de se estabelecer uma possivel relacdo entre estas capacidades. Observamos
que em todos os casos quando os isolados apresentaram capacidade de micoparasitismo,
houve atividades das enzimas Bgnase, Qnase e Ptase. Nos casos em que ndo houve
micoparasitismo, houve a auséncia das atividades de Bgnase ou de Qnase, ou ambas, o que

sugere que estas enzimas estdo envolvidas no processo e a Ptase pode ou nao estar.

Tabela 13- Resumo esquematico das atividades enzimaticas ¢ capacidades de
micoparasitismo de Trichoderma spp aos diferentes subgrupos de M. perniciosa.

Tho11 Tlg3188 Tps1052 Tvi2007
Isolados C AE C AE C AE C AE
M (h) M (h) M (h) M (h)
B Q P B QP B Q P B Q P

Mpld4dl (+) 24 48 24 () 48 N 24 () 24 48 72 () 24 48 72
Mpldd5 (+) 24 48 24 () 72 N48 () N 48 72 () 72 N N
Mpl893 (+) 24 48 24 () 48 N 48 () N 72 24 (+) 24 48 24

Mpl9l6 (+) 24 48 24 () 72 N 24 () N 48 24 (+) 24 48 72

AE: atividades enzimaticas (h)

CM: capacidade de micoparasitismo de Tspp a Mp em cultura pareada, o sinal (+) indica a
capacidade de micoparasitismo presente e (-) capacidade de micoparasitismo ausente.

B: B-1,3 glucanase

Q: quitinase

P: protease

N: produgdo enzimatica nula

Dos isolados avaliados (Tabela 13), todos que apresentaram capacidade de
micoparasitismo a um subgrupo de Mp em cultura pareada, apresentaram produgdo de

Bgnase, Qnase e Ptase quando cultivados em meio com micélio seco do mesmo subgrupo,
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fato que ocorreu com Th911 em relagdo a todos os subgrupos, com Tps1052 em relagdo a
Mp1441 e Tvi2007 em relagdo a Mp1441, Mp1893 e Mpl1916. Entretanto, Tlg3188 que nado
apresentou capacidade de micoparasitismo a nenhum subgrupo de Mp em cultura pareada,
ndo apresentou atividade de Qnase quando cultivado com micélios dos mesmos subgrupos,
embora a de Bgnase e Ptase estivessem presente. Por sua vez, Tps1052 que ndo micoparasitou
Mp1445, 1893 e 1916, nao teve atividade de Bgnase e Ptase nos cultivos com micélios destes
subgrupos, e Tvi2007 que ndo micoparasitou Mp1445 ndo apresentou atividade de Qnase e
Ptase com este subgrupo.

Assim, em resposta ao 3° questionamento, os resultados sugerem que a atividade da
Ptase pode ndo estar relacionada a capacidade de micoparasitismo, pois Tlg3188 apresentou
atividade desta enzima com todos os subgrupos de Mp, embora ndo tenha micoparasitado
nenhum deles em cultivo pareado. Por outro lado, nos casos em que nao houve capacidade de
micoparasitismo, a atividade da Qnase e/ou da Bgnase esteve ausente, supondo-se, portanto,
que estejam envolvidas no processo de micoparasitismo e que isoladamente niao sejam
capazes de degradar a parede celular do patégeno, devendo atuar sinergisticamente para que
esta capacidade de concretize. A necessidade da acdo sinérgica das B-1,3-glucanases e
Qnases, principalmente, para que ocorra o micoparasitismo ¢ relatada por um consideravel
numero de trabalhos que estudaram os sistemas das Bgnases e Qnases de Trichoderma sp.
(EL-KATATNY et al., 2000; DE MARCO et al., 2002; KIM et al., 2002; INNOCENTI et al.,
2003; BENITEZ et al., 2004; SANZ et al. 2004; ALMEIDA et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2007).

Deve-se, entretanto, levar em consideragdo que quando as atividades enzimaticas
apresentadas por um isolado foram baixas, ndo se pode afirmar que sua produgdo tenha
ocorrido pela inducdo dos componentes da parede celular de Mp, nem tampouco que
represente capacidade de micoparasitismo, uma vez que ja foram descritas Bgnases de origem
constitutiva (ZNIDARSIC et al., 1995; RAMOT et al., 2000; DJONOVIC et al., 2007;
VINALE et al., 2008), como também de Qnases (HARAN et al., 1996; EL-KATATNY et al.,
2000; VITERBO et al., 2002). Isto pode ter ocorrido, por exemplo, com TIg3188 que
apresentou uma atividade de Bgnase pequena com todos os subgrupos de Mp (Figuras 51 e
52) e Tps1052 com Mpl1441 e 1916 (Figuras 53 A e 54 B).

Entretanto, devido ao fato de um isolado de Tspp ter apresentado atividade enzimatica
e de micoparasitismo a um subgrupo de Mp e nao ter apresentado as mesmas capacidades em
relacdo a outro subgrupo, sugere-se que exista uma especificidade na relacdo patdégeno x

hospedeiro (questionamento n° 4), a qual foi afetada por mudancas na constituicao da parede
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celular dos subgrupos de Mp e consequente interferéncia nos processos de reconhecimento,
adesdo e producao de enzimas hidroliticas. Isto pode ser constatado pelos resultados obtidos
com Tps1052 que apresentou capacidade de micoparasitismo e atividade de Bgnase e Qnase
apenas para MP1441 e Tvi2007 apenas para Mp1441, Mp1893 e Mp1916 (Tabela 13).

A variabilidade intraespecifica de Trichoderma e de M. perniciosa tem sido constatada
em todos os resultados obtidos neste estudo. Isto ¢ de muita importancia no controle bioldgico
da vassoura de bruxa do cacaueiro, pois a variabilidade genética de Trichoderma como
também a alta capacidade de adaptagdo do fungo M. perniciosa a diferentes ecossistemas,
tornam-se caracteristicas que dificultam o controle da vassoura-de-bruxa. Isto, ndo apenas ao
que se refere ao controle bioldgico, mas também a introducao de clones de cacau resistentes,
uma vez que com o tempo o patdgeno evolui e ocorre quebra de resisténcia. Outro problema
refere-se aos problemas burocraticos e financeiros para o cumprimento das exigéncias legais
visando o registro de um biofungicida, pois apos terem sido cumpridos, o programa de
biocontrole e/ou introdugdo de variedades resistentes podem falhar devido a alta variabilidade
do patogeno e do antagonista (CEPLAC, 2009).

Virios sdo os estudos em que ¢ demonstrada a variagdo da atividade de antibiose de
Trichoderma spp devida a grande diversidade genética, provavelmente por habitarem
diferentes ecossistemas, com diferentes tipos de solo, clima e dindmica de uso. Martins et al.
(2007) obtiveram variacdo da atividade inibitoria de Trichoderma spp a Colletotrichum
gloeosporioides o mesmo ocorrendo com os resultados encontrados por Corabi-Adell et al.
(2002) com Pythium aphanidermatum. De Souza et al. (2006) isolaram 91 isolados de Mp, na
maioria de fazendas em Espirito Santo e Bahia, que nao haviam sido pulverizadas com
esporos de Trichoderma spp, encontrando dois grupos distintos de T. stromaticum
denominados I e II, com diferencas genéticas e bioldgicas evidentes. Segundo Costa et al.
(2006), a alta diversidade morfologica e genética dos isolados de Trichoderma spp justificam
novos investimentos em pesquisa para o biocontrole de M. perniciosa na Babhia,
especialmente em busca de novos antagonistas do patdégeno na propria regido, portanto,
adaptados as condig¢des locais. Carvalho (2006) também encontrou alta variacao na habilidade
antagdnica entre isolados de Trichoderma e grande diferenca entre as interagdes do fungo
Trichoderma com fitopatogenos, indicando que um isolado pode ser efetivo contra um
determinado isolado de um patogeno, mas pode nao ter efeito nenhum com outros isolados da
mesma espécie.

Por sua vez, a variabilidade entre isolados de M. perniciosa tem sido amplamente

estudada. Moreira (2006) descreve a variabilidade genética entre as populacdes de M.
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perniciosa do Brasil, Equador, Trinidad e Peru, sendo evidenciada dentro de populagdes,
indicando a presenga de subpopulagdes, embora alguns autores (YAMADA et al., 1998;
GOMES et al., 2000) afirmaram que isolados coletados na mesma regido tendem a ser
geneticamente semelhantes. Lana (2004), também constatou em Lomanto Jr (Bahia) a
existéncia de 5 linhagens de M. perniciosa do grupo I e 6 linhagens do grupo II. Fato
interessante em seu estudo foi a comprovacdo de que linhagens geneticamente diferentes
podem colonizar o mesmo tecido da planta hospedeira. Os mesmos resultados foram
encontrados por outros autores (GRAMACHO et al., 2002; GRAMACHO et al., 2005;
PLOETZ et al., 2005; MOREIRA, 2006), que constatam também diferengas bioldgicas e
genéticas em isolados de Mp obtidos de diferentes paises, de regides dentro de paises, de
municipios dentro da regido cacaueira da Bahia, de fazendas de um mesmo municipio, de
partes de uma mesma planta (frutos, almofadas, gemas vegetativas) e ainda diferencas
genéticas entre isolados de um mesmo grupo de plantas coletados em anos diferentes.

Quanto a resposta ao 5° questionamento feito anteriormente, ou seja, se existe ou nao
padrdo enzimatico envolvido no processo de micoparasitismo a Mp, deve-se observar os
tempos em que as enzimas micoliticas foram produzidas (Tabela 13) e resgatar novamente a
estrutura de uma célula fungica. Observa-se na tabela 13, que em todos os casos quando os
isolados apresentaram capacidade de micoparasitismo, a atividade da Bgnase ocorreu com 24
h de cultivo e a de Qnase com 48 h, sugerindo que no processo de micoparasitismo a Bgnase
ocupa uma acdo primdria a Qnase. Vérios fatores podem justificar a produgdo de Bgnase
anterior & de Qnase: primeiramente pelo fato das glucanas se encontrarem na porgao externa
da parede celular e a quitina concentrada proximo a membrana plasmatica, segundo pelo fato
da concentragdo de glucanas ser maior que a de quitina (WEBSTER e WEBER, 2007) e
terceiro pelo fato das atividades enzimaticas em geral serem proporcionais a concentragdo do
composto indutor (BARA et al., 2003). Assim, no processo de micoparasitismo, apos a
hidrolise da camada externa de glucanas pelas Bgnases, a quitina fica disponivel para a
hidrolise pelas quitinases, sendo que estas observagdes também foram constatadas por outros
autores (MARTIN et al., 2007; ZEILINGER e OMANN, 2007). Outro fator a ser considerado
¢ o mecanismo de repressdo catabolica, uma vez que a produg¢do de Bgnase anterior a de
Qnase pode ter acarretado um aciimulo de pequenos oligossacarideos e glicose resultantes da
hidrélise das glucanas, que atuaram reprimindo a atividade de Qnase (PITSON et al., 1993).

Ja o tempo de producdo de Ptase variou entre os isolados: Th911 produziu Ptase com
todos os subgrupos de Mp com 24 h, Tps1052 com Mpl441 produziu Ptase com 72 h,
Tvi2007 com Mp1441 e Mp1916 produziu Ptase com 72 h e com Mp1893 com 24 h.
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Embora nao tenha sido caracterizada a fun¢ao da Ptase neste trabalho, De Marco e
Felix (2002) demonstraram a capacidade de uma Ptase purificada produzida por T. harzianum
em hidrolisar a parede celular de M. perniciosa, podendo, portanto, estar envolvida no
processo antagonico entre os dois fungos.

Nao foi realizada comparagao entre os valores das atividades enzimaticas obtidas as de
outros autores, porque nao foi o objetivo deste trabalho a produgdo enzimdtica em si, mas os
mecanismos envolvidos no processo. Outro motivo, porém, foi a grande divergéncia na
literatura quanto a forma de expressdo das atividades enzimaticas, o que tornou dificil a
interpretacdo e posterior comparagdo com os resultados aqui apresentados. Resultados
interessantes de outros estudos e que seriam de grande valor para analise dos resultados aqui
obtidos, ndo puderam ser utilizados, pois adotaram unidades enzimdticas proprias. Deve-se
salientar a importancia da utilizagdo de Unidades Internacionais mais atuais, para permitir a
comparagdo de diferentes resultados citados na literatura. A Unido Internacional de
Bioquimica (1964) adotou a definicdo de 1 unidade de atividade enzimatica como sendo
aquela que catalisa a transformacao de 1 umol de substrato por minuto por mL nas condi¢des
de ensaio (umol. mL™" min.™), sendo expressa em U. mL™". Na 21* Conferéncia Geral de Pesos
e Medidas (Amsterda, 1999), através da Resolugdo 12, entretanto, foi adotada como unidade
enzimatica internacional a unidade catalitica, ou seja, o Katal (Kat), que representa a
transformag¢d@o de 1 mol de substrato por segundo por litro (Resolutions of the CGPM,
http://www.bipm.org/en/convention/resolutions.html). Como o mol representa uma medida de
valor grande, utiliza-se o microkat (uKat) que equivale a 10 kat ou o nanokat (nkat) que
equivale a 10” kat, sendo que 1 Unidade internacional (U. L") equivalente a 16,67 nKat, 1
nKat equivalente a 0,06 U. L e 1 Unidade Internacional (U. mL™") equivalente a 0,016 nKat.

Como citado anteriormente, a capacidade de um isolado em produzir amilases e
celulases traz muitas vantagens para o biocontrole da vassoura de bruxa por Tspp: o amido ¢
uma fonte de carbono amplamente encontrado na natureza e se o antagonista puder utiliza-lo
terd vantagens sobre outros fungos, e por sua vez a celulose ¢ o componente estrutural da
madeira e, portanto presente nas vassouras secas que devem ser colonizadas pelos esporos do
antagonista. Assim as atividades destas enzimas foram avaliadas, estando os resultados
obtidos dos cultivos utilizando Mp como tnica fonte de carbono, apresentados nas figuras 57
e 58, respectivamente.

Observa-se na figura 57 que nenhum subgrupo de Mp induziu a produgdo de a-amilase
por Th911, fato que confirma a baixa atividade apresentada por este isolado quando cultivado

em meio contendo amido (Figura 46).
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Figura 57- Producdo da enzima amilase dextrinizante (o-amilase) por isolados de
Trichoderma spp cultivado em meio com micélio seco de isolados de M.
perniciosa como tUnica fonte de carbono. As barras verticais representam o0s
desvios padrao das médias (triplicatas).

Todos os outros isolados de Tspp que apresentaram atividade significativa em
substrato especifico (Figura 46), variaram quanto as atividades de a-amilase quando Mp foi a
fonte indutora. Tps1052 apresentou uma discreta atividade com 24 h de cultivo com Mp1441,
decrescendo com 48 h e nula com 72 h, tendo com Mpl1916 também iniciado com 24 h e
crescendo até 72 h (Figura 57). Mp1441 induziu uma atividade mais intensa por TIg3188 com
24 h de cultivo, sendo a atividade menor com 48 h e nula com 72 h. Com Mp1916 a atividade
foi iniciada também com 24 h sendo, entretanto, crescente até 72 h de cultivo. Ja com
Tvi2007 a atividade de a-amilase ocorreu apenas nos cultivos com Mp1445, iniciando com 48
h e crescendo até 72 h.

Nao existem relatos da presenca de amido na parede celular de M. perniciosa
(BARTINICKI-GARCIA, 1968) que pudesse justificar a inducdo da atividade amilolitica
apresentada por Tspp. Kaplan e Guy (2004), porém, obtiveram atividade de a- amilase por
microrganismos em meios onde o amido estava ausente, e os autores supdem que possa ser

uma resposta as condigdes de stress ambiental. Azevedo et al. (2000) por sua vez, constataram
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através de estudos por microscopia eletronica, ndo haver acdo da amilase produzida por T.
harzianum sobre a parede celular de M. perniciosa.

Todos os isolados de Tspp que haviam apresentado atividade celulolitica em meio com
CMC como fonte indutora, tiveram a atividade induzida por todos os subgrupos de Mp
(Figura 58), sendo entretanto, variados os tempos em que as atividades ocorreram. Embora na
parede celular dos Basidiomicetos ndo seja descrita a presenga de 3-1,4-glucanas, trabalhos de
Travassos (1985) e Fontaine et al. (2000) relataram a presenca deste polimero na parede
celular de Sporothrix schenckii e Aspergillus fumigatus, respectivamente, indicando que sua
sintese na parede celular fungica pode existir. Especificamente a Mp, entretanto, nao existem
relatos quanto a presenca de celulose na parede celular que possa induzir a producao de
CMCase por Tspp. A atividade de CMCase na presenga de estruturas flngicas de
fitopatogenos, todavia foi também relatada por outros autores, usando T. harzianum em
cultivos com Rhizopus nigricans (ZNIDARSIC et al., 1995) e com Trichoderma asperellum
em cultivos com Phytophtora capsici (TONDIJE et al., 2007).
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Figura 58- Produgdo da enzima endoglucanase (CMCase) por isolados de
Trichoderma spp cultivado em meio com micélio seco de isopaldos de M.
perniciosa como Unica fonte de carbono. As barras verticais representam os
desvios padrao das médias (triplicatas).
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Apesar de a glicose reprimir a atividade de a- amilase e de CMCase (via repressao
catabolica), estudos demonstram que em baixa concentracdo (em torno de 2%), a glicose,
sacarose, maltose e lactose, podem induzir a atividade de a- amilase (PEIXOTO et al., 2003;
RAMACHANDRAN et al., 2004). Assim, pode ser que B-1,3-glucanases, por exemplo,
produzidas constitutivamente por Tspp (BULL e CHESTER, 1966; EL-KATATNY et al.,
2000; KUBICEK et al., 2001) promovam a hidrélise de glucanas presentes na parede celular
de Mp e a conseqiiente liberagdo de mondmeros de glicose promovam a atividade de a-

amilase e de CMCase.

4.7. Crescimento e esporulacéo de isolados de Trichoderma spp sobre vassouras de
bruxa esterilizadas e vassouras de bruxa infectadas por diferentes isolados de

M. perniciosa

Os trabalhos sobre controle biologico encontrados na literatura envolvendo
Trichoderma spp e M. perniciosa (COSTA e BEZERRA, 2000; BASTOS, 2000; SAMUELS
et al., 2000; AZEVEDO et al., 2000; SANOGO et al., 2002; DE MARCO et al., 2003,
CARVALHO et al., 2006; DE SOUZA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; POMELLA et al.,
2007; BAILEY et al., 2008; LOQUERCIO et al., 2009, entre outros), quer tenham utilizado
isolados de T. viride, T. harzianum ou T. stromaticum como antagonistas, ndo avaliaram suas
atividades frente a diferentes subgrupos de M. perniciosa, o que foi objetivo deste presente
estudo. Desta forma, foi necessaria a esterilizagdo ¢ infec¢do in vitro de vassouras
contaminadas por Mp de grupo desconhecido (MpSD) para a realizagdo dos experimentos
com Tspp frente cada subgrupo genético de Mp (Mp1441, 1445, 1893 ¢ 1916).

Pode ser constatado na figura 59, que as vassouras originalmente infectadas por MpSD
(A e B) e esterilizadas por 3 d consecutivos, ndo apresentaram mais micélio branco em suas
extremidades apds 20 d de incubacdo em camara Umida (C), o que foi utilizado como
indicativo da sua esterilidade e da eficiéncia da metodologia utilizada (SANOGO et al.,

2002).
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Figura 59- Teste de esterilizacao de vassouras infectadas por M. perniciosa. A: vassouras
infectadas por M. perniciosa de origem desconhecida (MpSD); B: vassoura infectada por
M. perniciosa de origem desconhecida aberta; C: vassouras esterilizadas.

Foi também eficiente a metodologia de infeccdo de vassouras esterilizadas e
posteriormente infectadas pelos subgrupos de Mp cultivados em MFV (Figura 60 A, B e C)
(NIELLA, 2000), tendo sido grande a diferenca dos tempos de colonizagdo entre os subgrupos
de Mp (dados ndo apresentados), evidenciando os diferentes graus de agressividade de cada
subgrupo. As vassouras infectadas pelos diferentes subgrupos de Mp que apresentaram a
extremidade distal livre de infec¢do (Figura 60 C), foram escolhidas para utilizagdo nos testes

de colonizacao por Tspp, sendo que este procedimento foi adotado por varios motivos.

Figura 60- Infecgdo de vassouras esterilizadas por M. perniciosa em
MFT. A: cultivo de 10 d; B: cultivo de 25 d; C: vassoura infectada por
M. perniciosa, pronta para testes de colonizag@o por Trichoderma spp.
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Quando ¢ realizada a poda fitossanitaria das vassouras secas do cacaueiro, as mesmas
sdao amontoadas, consistindo o alvo da pulverizacdo de esporos de Tspp visando o
biocontrole. Inicialmente o patdgeno encontra-se ocupando os tecidos internos das vassouras
(Figura 59 B) e em condi¢des adequadas de temperatura e umidade (periodos de chuva), o
micélio infectivo emerge para a superficie, iniciando o ciclo sexuado, o que significa que
esporos de Tspp podem ser depositados sobre vassouras cujo patdégeno ainda se encontra em
seus tecidos internos, ou seja, sobre a madeira.

Apos a germinacdo dos esporos, nutrientes devem estar disponiveis para garantia do
crescimento micelial de Tspp e seu estabelecimento sobre as vassouras, fase primordial no
processo de colonizagdo e, para isto, os esporos devem ser provenientes de isolados de Tspp
habeis em produzir enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, uma vez que a celulose e
hemicelulose sdo os principais componentes da madeira. Por outro lado, esporos de Tspp que
forem depositados em vassouras ou segmentos de vassouras que apresentam o patdgeno
cobrindo sua superficie (ciclo sexuado), além de produzir enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas, devem produzir enzimas especificas que garantam seu estabelecimento e
crescimento sobre o micélio do patdgeno, ou seja, Bgnases, Qnases e Ptases, principalmente.

Desta forma, utilizando-se vassouras que apresentem uma extremidade distal
colonizada superficialmente por Mp e outra nao colonizada e inoculando-se esporos de Tspp
em ambas as extremidades, pode ser observada ndo so a capacidade de micoparasitismo de
Tspp a Mp, mas também um possivel papel das enzimas degradadoras da madeira no processo
de colonizacao por Tspp.

A figura 61 apresenta os resultados obtidos da colonizagcdo de Th911 sobre vassouras

infectadas pelos diferentes subgrupos de Mp
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Figura 61- Capacidade de micoparasitismo de T.
harzianum 911 a M. perniciosa em vassouras infectadas in
vitro por M. perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 ¢ 1916.
Extremidade das vassouras livre de infecgdo por M.
perniciosa localiza-se a esquerda.

Observa-se que Th911 demonstrou apresentou atividades celulolitica e
hemicelulolitica, uma vez que colonizou a extremidade livre de infeccdo por Mp, como
também atividades das enzimas degradadoras da parede celular de Mp, pois também
colonizou a extremidade infectada por todos os subgrupos de Mp. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos nas culturas pareadas com Mp (Figura 22 G-2), onde Th911 cresceu
sobre a coldnia de todos os subgrupos de Mp, tendo um Potencial de micoparasitismo (%PM)
de 100% (Figura 28). Estdo de acordo também com as atividades enzimaticas apresentadas
nas figuras 49 e 50, nas quais se constata que produziram nos cultivos com todos os

subgrupos de Mp como tunica fonte de carbono, as enzimas Bgnase, Qnase e Ptase. Os
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resultados apresentados por Th911 quanto a sua atividade celulolitica e hemicelulolitica foram
comprovados quando vassouras esterilizadas foram inoculadas com esporos de Th911 (Figura
65), onde se pode verificar a colonizacdo total da vassoura, demonstrando a 6tima atividade
destas enzimas.

Os resultados obtidos da colonizagdo de Tvi2007 sobre vassouras infectadas pelos
diferentes subgrupos de Mp se encontram demonstrados na figura 62, onde se observa que
Tvi2007 colonizou as extremidades livres de infec¢do por Mp de todas as vassouras,
demonstrando portanto, atividades celulolitica e hemicelulolitica.

Quanto a colonizacdo das extremidades infectadas por Mp, ndo houve habilidade em
colonizar as vassouras infectadas por Mp1445, colonizando aquelas infectadas pelos demais
subgrupos (Mpl1441, 1893 e 1916). Os mesmos resultados foram obtidos nos cultivos
pareados, em que Tvi2007 ndo colonizou a colonia de Mp1445, colonizando as dos demais
subgrupos (Figura 22 E), resultando em um %PM= 0,0% para Mp1445 ¢ %PM=100 para os
demais subgrupos (Figura 28).

Constata-se que Tvi2007 apresentou atividade das enzimas Bgnase e Qnase com
Mpl1441 como fonte de carbono (Figura 55 A), com Mp1893 (Figura 56 A) e com Mpl916
(Figura 56 B), mas com Mp1445 (Figura 55 B) ndo apresentou atividade da enzima Qnase, o
que provavelmente seja a causa da incapacidade de micoparasitismo demonstrada nos cultivos
pareados (Figura 22 E) e na colonizagdo das vassouras (Figura 62), comprovando que sem a
acdo sinergistica da Bgnase e Qnase o micoparasitismo nao ocorre (KIM et al. 2002; SANZ et
al. 2004; ALMEIDA et al., 2007). Pode-se supor que condi¢des de cultivo possam ter afetado
a expressao génica da Qnase por Tvi2007 com micélio seco de Mpl445 e dentre elas a
principal pode ser representada pela fonte de carbono indutora, ou seja, mudangas existentes
nos componentes estruturais da parede celular de Mp1445. Por exemplo, o teor de quitina
presente (EL-KATATYNE et al., 2000) ou por repressdo catabolica exercida por mondmeros
de glicose e/ou outros agucares resultantes da hidrolise das glucanas, como ja discutido
anteriormente, ou ainda a falta de reconhecimento entre as estruturas de parede de Tvi200 e
Mp1445, pois como citado anteriormente consiste em uma das etapas do processo de

colonizacdao (INBAR ¢ CHET, 1995) .
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Tvi2007-Mp1916(PM: 100 %)

Figura 62- Capacidade de micoparasitismo de T. virens 2007
a M. perniciosa em vassouras infectadas in vitro por M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916. Extremidade
das vassouras livre de infecgdo por M. perniciosa localiza-se
a esquerda.

Se for comparada a intensidade de esporulagdo de Th911 e Tvi2007 sobre as vassouras
infectadas por Mp (Figuras 61 e 62, respectivamente), verifica-se uma esporulagdo mais
intensa nas vassouras colonizadas por Tvi2007, estando de acordo com os testes de
esporulacdo em placa (Tabela 8) e com os Potenciais de Crescimento (%PG) apresentados na
figura 20, na qual se constata que Tvi2007 apresentou o maior %PG entre todos os isolados
de Tspp avaliados. Os resultados apresentados por Tvi2007 quanto a sua atividade celulolitica

e hemicelulolitica foram comprovados quando vassouras esterilizadas foram inoculadas com



181

esporos de Tvi2007 (Figura 65), onde ocorreu a colonizagao total da vassoura, demonstrando

a Otima atividade destas enzimas.
Os resultados da colonizagdo por Tps1052 de vassouras infectadas por Mp estdo

apresentados na figura 63.

Tps1052- Mp1916 (PM: 0,0 %)

Figura 63- Capacidade de micoparasitismo de T. pseudokoningii
1052 a M. perniciosa em vassouras infectadas in vitro por M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916. Extremidade das
vassouras livre de infecgdo por M. perniciosa localiza-se a esquerda.

Nao houve crescimento de Tps1052 nas extremidades livres de infeccdo por Mp nas

vassouras infectadas por Mp1445 e Mp1893, havendo um discreto crescimento na vassoura
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infectada por Mp1916. Por sua vez, observou-se que nas vassouras infectadas por Mp1441,
apesar de haver crescimento na extremidade livre de infec¢ao, a colonizagdo foi muito mais
intensa sobre o micélio de Mp1441. Supde-se, portanto, que este isolado de Tps1052 nao seja
um bom produtor de celulase e hemicelulase.

As capacidades de micoparasitismo de Tps1052 apresentadas nas figuras 22 H-4 e
figura 28 confirmam os resultados obtidos na colonizagdo de vassouras infectadas por Mp,
uma vez que nos cultivos pareados, Tps1052 cresceu apenas sobre a colonia de Mpl441 e
colonizou apenas as vassouras infectadas por Mpl441. Se forem avaliadas as atividades
enzimaticas de Tps1052 verifica-se que apenas nos cultivos com micélio de Mp1441 como
fonte de carbono houve a atividade de Bgnase e Qnase (Figura 53 A), sendo a atividade e
Bgnase nula com Mpl1445 e Mpl1893 (Figura 53 B e 54 A) e muito baixa com Mpl916
(Figura 54 B), apesar da atividade da enzima Qnase ter sido demonstrada em todos os casos.
Isto comprova mais uma vez a necessidade de sinergismo entre estas enzimas no processo de
micoparasitismo.

Na figura 64 estdo apresentados os resultados de colonizacdo de vassouras infectadas
por Tlg3188.

Verifica-se que Tlg3188 colonizou discretamente a extremidade distal das vassouras
livres de infec¢ao por Mp, nas vassouras infectadas por Mp1441, Mp1445 e Mp1893, apesar
de ndo ter crescido na vassoura infectada por Mpl1916. Estes resultados demonstram nos
primeiros casos uma discreta atividade de celulase e hemicelulase e nula no segundo caso.
Além disso, estes resultados ndo estdo de acordo com as atividades celuloliticas apresentadas
por este isolado, conforme demonstrado na figura 43, na qual se observa que Tlg3188
apresentou a maior atividade de celulase total (FPAse). Assim, Tlg3188 foi avaliado quanto as
suas atividades celulolitica e hemicelulolitica em vassouras esterilizadas (Figura 65), onde se
verifica a colonizacdo total da vassoura, demonstrando a 6tima atividade destas enzimas. Este
resultado difere dos apresentados na colonizacdo das extremidades das vassouras nao

infectadas, uma vez que TIg3188 apresentou discreta atividade celulolitica (Figura 64)
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.

Tlg3188- Mp1893 (PM: 0,0 %)

Tlg3188- Mp1916 (PM: 0,0 %)

Figura 64- Capacidade de micoparasitismo de T. longibrachiatum
3188 a M. perniciosa em vassouras infectadas in vitro por M.
perniciosa subgrupos 1441, 1445, 1893 e 1916. Extremidade das
vassouras livre de infecgdo por M. perniciosa localiza-se a esquerda.

Tlg3188 também ndo colonizou as extremidades infectadas das vassouras por nenhum
subgrupo de Mp (Figura 64), sugerindo a auséncia de atividade das enzimas degradadoras da
parede celular do patdégeno. Realmente, nas figuras 51 e 52 observa-se que nenhum subgrupo
de Mp induziu a produgdo de Qnase por Tlg3188, embora em alguns casos a producdo de
Bgnase tenha sido elevada, sugerindo mais uma vez a necessidade da atividade sinergistica da

Bgnase e Qnase para que ocorra 0 micoparasitismo.
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Figura 65- Capacidade de Trichoderma spp em colonizar vassouras esterilizadas.

Varias espécies de Trichoderma s3o relatadas na literatura como produtoras de
xilanase (GOYAL et al., 2008; SIMOES, 2006). Entretanto, T. reesei que é a espécie mais
citada como superprodutora de enzimas degradadoras da madeira (JUN et al., 2009;
RAHMAN et al., 2009), ndo apresentou neste estudo boas caracteristicas de crescimento e
antagdnicas a Mp. Todavia, a importincia das celulases e xilanases, como coadjuvantes das
Bgnases e Qnases no biocontrole da vassoura de bruxa, ndo ¢ relatada na literatura.
Entretanto, Tseng et al. (2008) obtiveram a produgdo de xilanase por Trichoderma harzianum
ETS 323 em cultivos com o fitopatogeno R. solani como fonte de carbono e Gailite et al.
(2005) relataram a indugdo da biossintese de etileno pela planta, induzida por xilanases e
celulases produzidas por T. harzianum, com possivel papel no controle do fitopatdgeno
Pseudomonas syringae. Infelizmente as atividades totais de xilanase por Tspp ndo foram

avaliadas neste presente estudo, mas constituem alvo de trabalhos futuros.
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Os estudos encontrados na literatura sobre colonizagdo de vassouras de cacaueiros
utilizam em sua maioria isolados de T. stromaticum e vassouras infectadas por um subgrupo
especifico de Mp. Segundo Hjorth et al. (2003) vassouras colonizadas por T. stromaticum,
parasitam o micélio de M. perniciosa, causando a aceleragdo e decomposi¢ao das vassouras e
levando a reducdo da producdo de basidiocarpos e conseqiientemente da emissdo de
basididosporos. Sanogo et al. (2002) relata ainda existir uma especificidade entre T.
stromaticum ¢ o hospedeiro, colonizando ¢ produzindo esporos apenas na superficie das
vassouras e outros segmentos contendo M. perniciosa. Os mesmos autores obtiveram uma
eficiente colonizagdo de vassouras infectadas por T. stromaticum, o mesmo sendo obtido por
De Souza et al. (2008) com vassouras infectadas pelo isolado ALF 42 de M. perniciosa,
coletadas em Itajuipe (BA) e colonizadas por isolados de T. stromaticum do grupo I (AM13,
BA17 e BA47) que foram mais eficientes que os do grupo Il (AM7 e BA66).

Entretanto, outros autores avaliaram também a colonizagdo de vassouras por outras
espécies de Trichoderma. Bailey et al. (2008) avaliaram a coloniza¢do de segmentos de
vassouras por Tspp, sendo as colonizacdes mais eficientes obtidas com isolados de T.
harzianum, T. hamatum e T. asperellum; T. ovalisporum apresentou uma coloniza¢do
moderada e T. spirale, T. stromaticum ¢ C. gloeosporioides os menores indices de
colonizagdo. Mejia et al., (2008) avaliaram o potencial de colonizagdo de vassouras por
endofitos do cacaueiro, sendo que Colletotrichum gloeosporioides demonstrou maior
capacidade de colonizagdo mais elevada quando comparada aos resultados obtidos por

Clonostachys rosea e Botryosphaeria ribis.
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5. CONCLUSOES
Os resultados indicam, segundo as condigdes de ensaio utilizadas, que:

1. Existe variabilidade genética entre diferentes espécies e isolados da mesma espécie de
Trichoderma quanto as suas capacidades de crescimento micelial, produc@o de esporos

em placa e em arroz e percentuais de germinagao de esporos.

2. Existe variabilidade genética entre diferentes espécies e isolados da mesma espécie de
Trichoderma quanto as suas capacidades de antibiose ¢ micoparasitismo a diferentes

subgrupos genéticos de M. perniciosa.

3. Existe variabilidade genética entre os diferentes subgrupos genéticos de M. perniciosa
quanto as suas caracteristicas de crescimento micelial e capacidade de supressdo a

diferentes espécies e isolados da mesma espécie de Trichoderma.

4. As enzimas f-1,3 glucanase e quitinase estdo envolvidas no processo de

micoparasitismo de Trichoderma spp aos subgrupos de M. perniciosa avaliados.

5. No processo de micoparasitismo de Trichoderma spp aos subgrupos de M. perniciosa

avaliados, a produgdo da enzima B-1,3 glucanase ¢ anterior e maior que a de quitinase.

6. A metodologia utilizada para avaliacdo dos melhores candidatos de Trichoderma spp

para biocontrole de M. perniciosa (%PCB) através da determinagdo de indices de
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crescimento, antibiose, micoparasitismo e produtividade de esporos foi eficiente e
compativel com os resultados apresentados quanto as suas capacidades de producao de
enzimas e colonizagdo de vassouras secas infectadas pelos subgrupos especificos do

patdgeno.
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6. PERSPECTIVAS

Devido a auséncia de meétodos de estudos da interacdo entre fungos hiper
parasitas e seus hospedeiros na natureza, métodos in vitro devem ser aprimorados para o
entendimento da natureza supressora de Trichoderma spp e buscar isolados estaveis e
eficientes ao biocontrole de diferentes subgrupos genéticos de M. perniciosa, devido a

grande variabilidade que tanto o antagonista quanto o patdgeno apresentam na natureza.

Estudos mais profundos sobre os metabolitos secundarios produzidos por
Trichoderma spp, como antibidticos e enzimas hidroliticas também sdo essenciais nao
sO ao processo de selecdo como também podem ser promissores para 0
desenvolvimento de produtos com agéo supressora do patégeno.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a capacidade de biocontrole do
género Trichoderma a M. perniciosa, causador da vassoura de bruxa do cacaueiro, quer
seja pelo mecanismo de competicdo, antibiose ou micoparasitismo. Mas demonstram
ainda, a importancia do método de selecdo a ser utilizado, uma vez que isolados de
Trichoderma podem apresentar capacidades favordveis e desfavoraveis. Assim, espera-
se que estudos futuros aprimorem o método proposto neste trabalho, em que todas as

caracteristicas desejaveis de um agente biocontrolador sejam consideradas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

