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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O uso de fungos do género
Trichoderma é uma alternativa viavel para
o controle de doencas tanto em espécies
agricolas quanto florestais. Nesse sentido, o
trabalho objetivou avaliar diferentes isolados de
Trichoderma no controle biolégico, in vitro, de
fitopatégenos associados a espécies florestais.
Foram avaliados sete isolados de Trichoderma
sobre oito fitopatdgenos, por meio dos seguintes
testes: taxa de crescimento em cultivo individual,
confrontacdo direta, producdo de compostos
téxicos e producdo de compostos volateis. Em
todos os ensaios, os fungos foram incubados
a 25°C, sob fotoperiodo 12h e o tratamento
controle consistiu do cultivo dos fitopatégenos
na auséncia dos agentes de biocontrole. Os
isolados de Trichoderma, com excecéo do Ta,
apresentaram maiores taxas de crescimento
que os fitopatdégenos. No teste de confrontagéo
direta, todos os fitopatdbgenos do género
Pestalotiopsis tiveram seu crescimento reduzido
pelos isolados de Trichoderma. A maioria dos
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agentes de biocontrole utilizados produziu algum composto tdxico e/ou volatil responsavel
pela reducéo nas colbnias dos fungos. Os isolados de Trichoderma avaliados apresentam
potencial como agentes de biocontrole, in vitro, dos fitopatégenos confrontados, utilizando
diferentes mecanismos de acgéo.

PALAVRAS-CHAVE: agentes de biocontrole, controle alternativo, espécies arboéreas, fungos.

BIOLOGICAL CONTROL, IN VITRO, OF FOREST SPECIES PHYTOPATHOGENS
OF FOREST SPECIES

ABSTRACT: The use of fungi of the genus Trichoderma is a viable alternative for the control
of diseases in both agricultural and forest species. In this sense, the work aimed to evaluate
differentisolates of Trichodermain biological control, in vitro, of phytopathogens associated with
forest species. Seven isolates of Trichoderma were evaluated on eight phytopathogens, using
the following tests: growth rate in individual cultivation, direct confrontation, production of toxic
compounds and production of volatile compounds. In all tests, the fungi were incubated at 25°C,
under a 12h photoperiod, the control treatment consisted of the cultivation of phytopathogens
in the absence of biocontrol agents. Trichoderma isolates, with the exception of Ta, showed
higher growth rates than phytopathogens. In the direct confrontation test, all phytopathogens
of the genus Pestalotiopsis had their growth reduced by the isolates of Trichoderma. Most of
the biocontrol agents used produced some toxic and/or volatile compound responsible for the
reduction in fungal colonies. The evaluated Trichoderma isolates have potential as biocontrol
agents, in vitro, of confronted phytopathogens, using different mechanisms of action.
KEYWORDS: biocontrol agents, alternative control, tree species, fungi.

11 INTRODUGAO

O uso indiscriminado de produtos quimicos para manejo de doengas de plantas se
revelam insustentaveis e perigoso para o meio ambiente, trazendo consigo desequilibrio
biolégico de diversos ecossistemas como a contaminacéo de solos, da agua, intoxicagéo do
homem e animais e até mesmo a indugéo da resisténcia de fitopatbgenos a determinados
principios ativos a estes produtos (MYERS et al., 2016).

Assim, visando minimizar os efeitos negativos do uso abusivo dessas substancias
e, propiciar o desenvolvimento de uma produgéo sustentavel de melhor qualidade, tém-
se buscado novas medidas de protegdo contra patbgenos de plantas (BETTIOL, 2009).
Nos ultimos anos, o controle biolégico de doencgas, especialmente, 0os que apresentam
efeito letargico de microrganismos patdogenos de plantas, tem sido considerada uma
alternativa ambientalmente promissora se comparado aos métodos de controle quimico
ainda amplamente praticados na atualidade (RAO et al., 2016).

Dentre os organismos mais utilizados no controle biolégico de doencgas em plantas,
destaca-se Trichoderma. Os antagonistas pertencentes a esse género estao entre os fungos
do solo mais comumente isolados, devido a sua capacidade de protecéo biolégica as plantas
e contencdo de populagdes de microrganismos patogénicos, sob diferentes condi¢des de
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estresse ambiental, sendo fungos amplamente estudados e, atualmente comercializados
como biopesticidas do solo por serem excelentes competidores de substrato e produzirem
numerosos compostos biologicamente ativos contra uma diversidade de patdgenos de
plantas (LOPEZ-BUCIO et al., 2015).

Apesar da inestimavel contribuicdo de espécies de Trichoderma em culturas
agricolas, poucos trabalhos tém sido realizados envolvendo esses fungos antagonistas em
espécies florestais (DONOSO et al., 2008). O estudo da interagdo entre o Trichoderma e
as espécies florestais, podera ndo somente otimizar a produ¢édo de mudas para as mais
diversas finalidades, gerando beneficios para os produtores em viveiros, como também,
contribuir para a melhoria do processo de produ¢do e comercializacdo de inumeras
espécies de grande interesse econdémico e ecologico (MACHADO et al., 2015).

No entanto, para confirmar se determinado microrganismo tem ag¢do antagbnica
sobre outros, sdo indispensaveis a realizacdo de testes in vitro e in vivo, sendo que, 0s
ensaios in vitro possuem as vantagens de possibilitar a anélise de um grande namero
de potenciais antagonistas, permitir o estudo do mecanismo de acéo utilizado e facilitar a
observacgéo das interacdes entre o agente antagonista e o patdbgeno em um curto prazo de
tempo, ocupando uma area relativamente pequena (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar sete isolados de Trichoderma no
controle, in vitro, de oito fitopatbgenos associados a espécies florestais.

21 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia do Instituto de
Biodiversidade e Florestas - Ibef, Campus Tapajos, da Universidade Federal do Oeste do
Para - Ufopa, em Santarém, Para, Brasil.

2.1 Obtencédo dos Agentes de Biocontrole e Fitopatdogenos

Foram utilizados sete isolados de Trichoderma, sendo estes: quatro isolados de
Trichoderma asperellum (Tam01, Tam02 e Tam03 e Ta) e trés isolados identificados em
nivel de género (Tb, Tc e Tce), todos provenientes de solos da regido Amazonica.

Os oito fitopatdgenos confrontados com os agentes de biocontrole foram obtidos
de folhas de diferentes espécies florestais, sendo estes: Alternaria sp. (Eucalyptus sp.),
Cylindrocladium sp. (Eucalyptus sp.) e Pestalotiopsis spp. (Bertholletia excelsa, Dipteryx
odorata, Eucalyptus sp., Handroanthus sp., Hevea brasiliensis e Schizolobium parahybavar.
amazonicum). Para realizagdo dos ensaios, os isolados fungicos (agentes de biocontrole
e fitopatdégenos) foram previamente crescidos em meio de cultura de batata-dextrose-agar
(BDA).
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2.2 Ensaios In Vitro

O potencial dos isolados de Trichoderma como agentes de biocontrole foi avaliado
por meio de quatros ensaios: taxa de crescimento em cultivo individual, confrontagéo direta,
analise de compostos toxicos e andlise de compostos volateis.

2.2.1 Crescimento micelial e taxa de crescimento dos agentes de
biocontrole e dos fitopatégenos em cultivo individual

Foi retirado um disco de meio (5mm), das bordas das col6nias, com sete dias de
cultivo, de cada um dos isolados fungicos, e transferidos para o centro das placas de Petri
(8,5cm) contendo meio BDA (BONFIM et al., 2010) e mantidas a 25 + 2°C, sob fotoperiodo
de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes, sendo uma placa por repeticao.

A avaliagdo consistiu da medicao diaria do didametro médio das colénias fungicas,
com auxilio de régua milimétrica, nos intervalos de tempo de 24 e 48 horas. A taxa de
crescimento de cada isolado foi determinada aplicando-se férmula de Lilly e Barnett (1951):
T,=C,-C,/T,-T,. Onde: T, =Taxa de crescimento (mm.h"); C,=Crescimento ap6s 24h de
incubagéo; C,=Crescimento apos 48h de incubagéo; T,=24h e, T =48h.

2.2.2 Teste de confrontacdo direta

Discos de meio (5mm) contendo as estruturas dos agentes de biocontrole e dos
fitopatdbgenos foram retirados das margens das col6nias e depositados, diametralmente
opostos uns dos outros, em placas com BDA, na combinagdo agente de biocontrole —
fitopatbgeno, segundo adaptacdo de Btaszczyk et al. (2017). O tratamento controle
consistiu da deposi¢édo apenas do disco do fitopatdbgeno em um dos lados da placa. Os
fungos foram incubados a 25 * 2°C, sob fotoperiodo 12h. O delineamento experimental
foi em DIC, em esquema fatorial, com quatro repeticdes, sendo uma placa por repeti¢éo.
Avaliou-se o crescimento radial dos fitopatégenos, medindo-se, diariamente, o diametro
médio das colbnias, com auxilio de régua milimétrica, durante sete dias.

2.2.3 Analise de compostos toxicos

Os sete isolados de Trichoderma foram previamente cultivados em meio BDA e,
apds quatro dias foram retirados trés discos (5mm) da margem das coldnias fungicas e
transferidos para frascos de Erlenmeyer, com capacidade para 125 mL, contendo 65 mL
de meio batata-dextrose (BS). Os frascos contendo os fungos foram mantidos sob agitacéo
a 120rpm, durante 15 dias, segundo método adaptado de Amin et al. (2010). Apos esse
periodo, realizou-se a pré-filtragem do caldo da cultura em trés camadas de gaze estéril
para remogédo de qualquer estrutura dos agentes de biocontrole, seguida da filtragem em
membrana de Millipore® (0,45pym).
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Foram retirados 50 mL do liquido metabdlico, sendo misturados com 50 mL de meio
BDA fundente, realizada a homogeneizagéo, obtendo-se a concentragéo final de 50% (v/v)
e, vertidos em placas de Petri. Apos solidificacdo do meio, um disco micelial (5mm) de
cada fitopatdgeno foi colocado no centro das placas contendo o filtrado com cada um dos
agentes de biocontrole. O tratamento controle consistiu da deposi¢éo dos fitopatdbgenos
em placas contendo apenas meio BSA. Todos os fungos foram mantidos a 25 + 2°C sob
fotoperiodo de 12 horas. Avaliou-se, diariamente, o diametro médio das colbnias, com
régua milimétrica, durante sete dias.

2.2.4 Analise de compostos volateis

A inibicdo do crescimento dos fitopatdbgenos por meio de compostos volateis
produzidos pelos isolados de Trichoderma foi avaliado pelo método de placas sobrepostas
(MACIEL et al.,, 2012). Em tampas de placas de Petri contendo BDA foi depositado,
centralmente, em uma delas, um disco de meio contento estruturas do fitopatdgeno e,
na outra, um disco do agente de biocontrole. As tampas foram sobrepostas, mantendo-
se 0 agente de biocontrole na parte inferior e o fitopatbgeno na parte superior, sendo
vedadas lateralmente, com membrana plastica e, os fungos incubados a 25 + 2°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. O controle consistiu da presenca apenas dos fitopatbgenos em
ambas as tampas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, com quatro repeti¢cdes, sendo uma placa por repeticdo. A avaliagéo foi realizada
diariamente, medindo-se o didmetro médio das colénias com auxilio de régua milimétrica,
durante sete dias.

2.3 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), pelo software estatistico Assistat®
7.7 Beta (SILVA, 2016).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento Micelial e Taxa de Crescimento dos Agentes de Biocontrole
e dos Fitopatégenos em Cultivo Individual

Todos os isolados de Trichoderma avaliados, com excecdo de T. asperellum -
Ta apresentaram maiores taxas de crescimento que os fitopatbgenos. A menor taxa de
crescimento foi observada para o fitopatdgeno Cylindrocladium sp. (Figura 1). A velocidade
de crescimento do isolado de Trichoderma sp. - Tc variou de 1,6 a 9,0 vezes maior que
a dos fitopatdégenos avaliados. Espécies do género Trichoderma apresentam colénias de
rapido crescimento que chegam a atingir de dois a nove centimetros de didmetro apo6s
poucos dias de cultivo em meio de cultura (MOREIRA, 2014). Os agentes de biocontrole
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séo considerados competidores agressivos. Tal caracteristica permite rapida colonizacéo e
alta competitividade, excluindo muitos patégenos (SILVA et al., 2007).

Resultados semelhantes ao encontrado para o crescimento de Trichoderma e
Cylindrocladium também foram relatados por Fortes et al. (2007) ao avaliarem isolados
de fungos antagonistas na promocao do enraizamento de microestacas de um clone de
Eucalyptus sp. Os autores observaram colonizacdo completa do meio batata-dextrose-
agar (BDA) pelos 13 isolados de Trichoderma spp. utilizados, em até 96 horas nas
condi¢cbes estabelecidas no ensaio, enquanto que, os isolados de Cylindrocladium spp. se
desenvolveram mais lentamente, colonizando completamente o meio em 12 dias.

Taxa de Crescimento (mm.h-1)
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Figura 1. Taxa de crescimento, em cultivo individual, dos agentes de bicontrole e fitopatogenos.
Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

3.2 Confrontacao Direta

Houve diferenca significativa tanto para os fatores isoladamente (Trichoderma e
fitopatdogenos), como para a interag@o entre eles (p<0,05). Os isolados de Trichoderma
avaliados reduziram o diametro médio das colbénias dos seis isolados de Pestalotiopsis,
em relagcdo ao controle. O fungo fitopatogénico Alternaria sp. apresentou reducdo no
crescimento quando confrontado com Tam01, Tam02, Ta e Tc, enquanto que, para
Cylindrocladium sp., apenas o agente de biocontrole Tb reduziu o didmetro médio da sua
colénia (Tabela 1). A redugéo do crescimento de um fitopatdégeno quando confrontado com
um agente antagonista, como Trichoderma, pode ser atribuida a competicdo por espaco
e nutrientes presentes no meio de cultura e/ou ao hiperparasitismo (VINALE et al., 2008).

Hadizadeh et al. (2009) e Baka (2010), ao avaliarem, in vitro, os agentes biocontrole
Trichoderma reesi e Trichoderma viride sobre Pestalotiopsis theae também observaram
reducdo no crescimento do fitopatogeno. Barman et al. (2015) avaliando os antagonistas
Trichoderma spp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp. no controle de P. theae, destacaram que,
T. viride ocasionou o maior efeito fungistaticos, com cerca de 74,3% inibicdo. Kumhar et al.
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(2016) testando varios isolados de Trichoderma spp. contra o P. theae, observaram que T.

asperellum e T. viride ocasionaram 62,5% e 61,5% de inibicdo micelial, respectivamente.

Diametro Médio das Colbnias (cm)
Tratamentos Fitopatogenos
A(e) C(e) Pe) P(ca) P(c) P(i) P(p) P(s)
Controle 3,1aD 2,0 aE 5,4 aC 6,5 aB 5,4 aC 7,9 aA 5,7aC 5,6 aC
TamO1 2,4 bD 1,6 abE 3,2bC 4,8 bA 4,0 bcB 52cA | 3,6bBC 3,7 cBC
Tam02 2,4 bD 1,4 abE 3,5bC 4,7 bB 4,1 bcC 5,9 bA 3,8bC 3,5¢cC
TamO03 2,6 abC | 1,5abD 3,6 bB 4,0 cB 4,1 bcB 5,2cA 3,9bB 4,0 bcB
Ta 2,3bD 1,5abE | 3,8bBC | 4,4bcB | 3,7 bcC 5,9 bA 3,5bC 4,4 bB
Tb 2,5 abE 1,4 bF 3,5bD 45bcB | 4,3bBC 54bcA | 3,8bCD | 4,2bcBCD
Tc 2,1bD 1,6 abD 3,4bC 4,2bcB |3,7bcBC | 5,3bcA 3,6 bC 3,8 bcBC
Tce 2,5abD | 1,7 abE 3,6 bC 4,5 bcB 3,56¢cC 5,3 bcA 3,5bC 3,7cC
CV(%) 7,9

Tabela 1. Diametro médio das coldnias dos fitopatégenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de confrontacéo direta.

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e pelas mesmas letras
mailsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp.
(eucalipto). C (e): Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca):
Pestalotiopsis sp. (castanha do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis

sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Reduc¢éo no crescimento de Cylindrocladium quando confrontado com Trichoderma
ja foi relatada por diversos autores (FORTES et al., 2007; SANTOS et al., 2007 e MACIEL
et al.,, 2012).

Com relagdo ao crescimento de Alternaria sp. as inibicbes maximas foram
ocasionadas por Trichoderma Tc (32,3%) e por Trichoderma Ta (25,8%). Sarfraz et al.
(2018) verificaram, ap6s 192 horas, inibicdo no crescimento de Alternaria solani de 45%
proporcionada por Trichoderma hamatum, acompanhado por T. harzianum (43%) e T. viride
(37,3%).

Na literatura existem muitos trabalhos sobre a eficiéncia do Trichoderma no
biocontrole de diferentes fungos fitopatogénicos (LOUZADA et al., 2009; BOMFIM et al.,
2010; MACIEL et al., 2014; SILVA et al., 2017) e, os resultados desses estudos também
demonstram o potencial de espécies de Trichoderma como agentes de biocontrole e, que o
teste de cultura pareada é um dos primeiros ensaios realizados quando se faz uma selecao
de isolados desse género para futuro uso no controle de doengas em plantas. Além disso,
o crescimento rapido € uma caracteristica desejavel para um agente de biocontrole.
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3.3 Producao de Compostos Téxicos

Observou-se diferencga significativa para os fatores isoladamente, bem como para
a interacdo entre eles (isolados de Trichoderma x fitopatdogenos). Analisando a interagéo
entre os fatores, verificou-se que, todos os isolados de Trichoderma reduziram o diametro
médio das colbnias dos fitopatdgenos, em relacdo ao controle, com excec¢ao de Trichoderma
Tam03 quando confrontado com Alternaria sp. e de Trichoderma Tc com Cylindrocladium
sp. (Tabela 2).

Os agentes de biocontrole Tc e Tce proporcionaram reducdes de 4,2cm no
crescimento micelial de Pestalotiopsis sp. (seringueira) e, o isolado de Trichoderma Tce
reduziu em 4,1cm o crescimento de Pestalotiopsis sp. proveniente de folhas de castanha do
Brasil, em relagéo ao controle, correspondendo a 49,4% e 48,2 % de redugdes no didmetro
médio das colbénias desses fitopatdgenos, respectivamente. As reduc¢des observadas no
diametro médio das colbnias variaram de 0,2 cm a 1,7 cm para Alternaria sp. e de 0,4 cm a
1,0 cm para Cylindrocladium sp. A acao antag6nica do Trichoderma pode estar associada
a sua capacidade de produzir metabdlitos volateis e toxicos que, dependendo do estimulo,
serd a resposta do metabolismo que levara a produgéo de compostos difusos que atuam

interrompendo o crescimento micelial de fungos patogénicos (BONFIM et al., 2010; ISAIAS
et al.,, 2014).

Tratamentos Diametro Médio das Coldnias (cm)
C(e) P(e) | P(ca) | P(c) P(i) P(p) P(s)

Controle 36aD | 7,9aB 8,5 aA 7,5 Ab 8,5 aA 8,5aA 8,5aA
TamO1 3,0bcD | 5,5dA 5,0 bcB 5,4 deAB 4,9 cdB 4,9 cB 5,1 bcAB
Tam02 3,1bcC | 6,1 cA 4,9 bcdB 5,7 cdA 4,9 cdB 5,0 cB 5,0 bcB
Tam03 3,1 bcD | 6,8 bA 4,8 cdB 6,8 bA 4,7 dB 4.9 cB 5,0 cB

Ta 2,6 cC 56 5,3 bcB 59cA 5,9 bA 6,0 bA 5,5bB
y CdAB 3 y y ) 3
Tb 3,0bcC | 5,2dA 5,0 bcAB 5,1 eAB 4,8 cdAB 4,7 cB 4,8 cdB
Tc 3,2abE | 7,1 bA 5,4 bB 6,8 bA 5,0 cdBC 4,7 cCD 4,3 dD
Tee 28bcF | % 44dD 57cdA | 52cBC | 48cCD | 43dD
CV(%) 4,3

Tabela 2. Didametro médio das coldnias dos fitopatdbgenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de producéo de compostos toxicos.

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e pelas mesmas letras maiusculas
nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp. (eucalipto). C (e):
Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca): Pestalotiopsis sp. (castanha
do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis
sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).
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A producdo de metabolitos toxicos esta como os mais importantes, dentre os
mecanismos de antibiose, realizados por Trichoderma, mostrando excelente potencial
antagonista contra uma ampla gama de fungos fitopatogénicos em seus estudos in vitro
(KASHYAP et al. (2017).

3.4 Producao de Compostos Volateis

Todos os isolados de Trichoderma avaliados produziram algum composto volatil
que ocasionou reducdo no didmetro médio das coldnias de Alternaria sp. (Tabela 3). A
diminui¢@o no crescimento desse fitopatdgeno variou de 1,4 cm a 2,5 cm, correspondendo
a 23,3% e 41,7% de reducdo, respectivamente.

Diferente do observado para Pestalotiopsis spp. nos testes de cultura pareada e
compostos toxicos, nem todos os isolados de Trichodermatestados reduziram o crescimento
micelial dos isolados desse género fungico, em relacao ao controle. Pestalotiopsis sp. obtidos
de ipé amarelo e parica apresentaram sensibilidade aos compostos volateis produzidos
apenas por Tam02 e Tc, com as maiores reducdes no didmetro médio das colénias de 1,4
cm e 1,2 cm, para Pestalotiopsis sp. do ipé amarelo e parica, respectivamente.

Amin et al. (2010) relatam que, muitos estudos demonstram o efeito da volatilidade
de compostos fungistaticos, produzidos pelo metabolismo secundario de Trichoderma
spp., afetam o crescimento de varios fitopatogénicos; no entanto, essa caracteristica é
dependente das condigbes de crescimento e do estagio de desenvolvimento dos individuos
desafiados, além disso cada fitopatogeno pode responder de forma diferente a esses
compostos volateis. De acordo com Anees et al. (2010), esse resultado esta ligado a uma
linha funcional caracterizada pelo modo de ag¢édo do Trichoderma presente em um meio,
definida pela diversidade da interagéo inter e intraespecifica do antagonista e o patégeno

desafiado.
Diametro Médio das Colbnias (cm)
Tratamentos Fitopatégenos

A) | C(e) | P(e) P(ca) | P(c) | P() P (p) P(s)
Controle | 6,0 aD ié 7,3aBC | 8,3 aAB aeé% 212 6,7aCD | 8,5aA

Tamot | 466C | 20 | ponG | abon | obB | aoA | abBC | aoh

Tamoz | agbc | 261 63 N 74aa| ST T2 | s5p | /2

Tamos | 41bE | 39 1 S8 1 74bes 546D | 82 | s6a0D | O

Ta aspc | 20 | sgbe| 52 [sspB| 17 | s7aB | 18

b 466D | 1 | boBC | abeA | bGD | abA | aboD | boAB
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25 48 | 71 7.4
Te 38bC | 22 | 51cdB | 58dB | ol | pa | 55bB | 3,
2,1 53 | 85
Tce 42bC | 1 | 45dC | 62cdB | nl | 0% | 60abB | 630B
CV(%) 04

Tabela 3. Diametro médio das col6nias dos fitopatdbgenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de produgéo de compostos volateis.

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e pelas mesmas letras mailUsculas
nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp. (eucalipto). C (e):
Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca): Pestalotiopsis sp. (castanha
do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis
sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Meena et al. (2017) observaram que, os compostos volateis produzidos por T.
harzianum e T. viride, ocasionaram inibicdo no crescimento micelial de A. alternata
em cerca de 62,5% e 60%, respectivamente. Gomes et al. (2001) também relataram a
sensibilidade de C. spathulatum por metabolitos volateis produzidos por Trichoderma spp.
- T12 e Trichoderma spp. - TSS9, reduzindo em média 5,5 cm e 5,9 cm 0 seu crescimento,
em relagdo ao controle, correspondendo a 76,8% e 81,5% de reducdes no didmetro das
colénias deste fitopatdgeno, respectivamente.

Carvalho Filho (2008) estudando o potencial de 12 isolados de Trichoderma spp. no
controle da mancha foliar de Eucalyptus sp., causada por Cylindrocladium scoparium em
teste de exposicao do fitopatégeno a possiveis metabdlitos toxicos e volateis, constatou
pouca atividade de inibicdo no crescimento da coldnia fungica desse fungo, em rela¢do aos
resultados obtidos no teste de confrontacao direta.

Estudos realizados por Al-Ameen et al. (2017) com Pestalotiopsis disseminata
isolado de Musa sapientum L., demonstraram que, T. viride ocasionou maior inibicdo
no crescimento radial do fitopatbgeno quando foi avaliado pelo teste de producdo de
metabdlitos tdxicos, ocasionando 77,4% de inibicdo, seguido das avaliagbes pelos testes
de producao de metabdlitos volateis, com efeito inibitorio de 75,6%, e confrontacdo direta
(51,5% de inibigéo).

Outros trabalhos ja foram realizados demonstrando a acédo dos diferentes
mecanismos de acdo produzidos por espécies de Trichoderma para o controle de
diferentes fitopatégenos (REDDY et al., 2014; JOHN et al., 2015; SILVA et al., 2017). No
entanto, os diferentes resultados relatados nos testes in vitro devem ao fato que, apesar
do antagonismo ser uma propriedade singular do género Trichoderma, sua capacidade
para produzir metabdlitos secundarios, com efeito fungistatico, pode variar entre isolados
da mesma espécie, uma vez que cada uma podem exibir distintos potenciais de biocontrole
em fungdo dos compostos antifingicos secretados e da capacidade de resisténcia do
fitopatdogeno desafiado (ANEES et al., 2010; LORITO et al., 2010).
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Em relacdo aos diferentes mecanismos de acdo utilizados pelos isolados de
Trichoderma avaliados no trabalho para o controle, in vitro, dos fitopatdgenos, observou-se
que, a eficiéncia de cada mecanismo foi variavel em relacao aos fungos fitopatogénicos.
No entanto, alguns isolados do agente de biocontrole ocasionaram efeito inibitorio sobre o
crescimento dos fitopatdgenos, independente do mecanismo por ele utilizado (Tabela 4).

Estudos mostram que a associagéo de antibiéticos a outros mecanismos, como por

exemplo, a competicdo, tornam-se mais eficiente do que se apresentarem apenas um Unico
mecanismo de defesa (BETTIOL e GHINI, 1995; HOWELL, 2003); uma vez que a agao
conjunta desses fatores proporcionam um nivel de antagonismo mais expressivo devido
a producdo de enzimas e metabolitos secundarios, volateis e ndo volateis, aliados ao
rapido padréo de crescimento atuarem sinergicamente em um complexo sistema biolégico,
envolvendo a colonizagdo do substrato e competicdo por seus nutrientes; além da
deteccéo, parasitismo e degradacgéo da parede de fitopatdgenos alvos durante o processo
antibiose conferindo, desta forma, vantagens na selecéo do Trichoderma como agentes de
biocontrole (AVILA et al., 2005; QUALHATO et al., 2013; RAO et al., 2016).

Mecanismos de Ao de Trichoderma
Fitopatogenos
Tratamentos -
Taxa de Crescimento

Confrontagio Direta Compostos ToOxicos

P
i

Isolados de
Trichiodermea
TO9
T2
TS2
ra
Tb
Tc
Tce

Compostos Volateis
P

P

T

P
i

a

b4ts4400
bt I+t §T

R
N NN

R
bttt 440T
X NEE
RN
bHbde44TT
R
A
PR A
ettt 407
Fhbd444
bttt +4TT
bttt T
IR R
ittt 0
ttet+440®
tttts+t§T
bttt 0T
trttett
FHbde44TT
bttt 4t0T
e
NN NN
FEbte0t0T
FALE+ 00§
N N A
NN
AN R

+
4+

Tabela 4. Efeito dos mecanismos de agéo dos isolados de Trichoderma spp. sobre os diferentes
fitopatdgenos confrontados.

(+) resultado superior ao do fitopatdgeno controle. (=) resultado semelhante ao do fitopatégeno

controle. Ae: Alternaria sp. (eucalipto). Ce: Cylindrocladium sp. (eucalipto). Pe: Pestalotiopsis

sp. (eucalipto). Pca: Pestalotiopsis sp. (castanha do Brasil). Pc: Pestalotiopsis sp. (cumaru). Pi:
Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). Pp: Pestalotiopsis sp. (parica). Ps: Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Andlises qualitativas quanto quantitativas dos metabdlitos secundarios produzidos
por diferentes isolados do género Trichoderma sdo extremamente importantes para
selecdo de agentes biologicamente ativos no controle de fitopatdgenos, uma vez que os
mecanismos empregados por esse antagonista sdo muito complexos e sua atuacao varia
conforme a interacdo do agente de biocontrole, do patégeno e da planta hospedeira (EL-
HASSAN et al., 2009)

O estudo dos metabolitos secundarios de Trichoderma pode viabilizar a aquisicao
de novos fertilizantes e pesticidas baseado em compostos bioativos, podendo apresentar
um impacto significativo sobre o0 manejo de doencas em plantas (VINALE et al., 2009).
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41 CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma avaliados sé&o potenciais agentes de biocontrole, in vitro,
dos fitopatdgenos confrontados, utilizando diferentes mecanismos de agéo. A produgéo
de compostos téxicos foi 0 mecanismo de agdo que reduziu o crescimento micelial da
maioria dos fungos fitopatogénicos utilizados no trabalho. O efeito promissor encontrado
para os isolados de Trichoderma utilizados nos testes in vitro precisa ser avaliado em
condigdes in vivo para referendar o potencial como agentes de biocontrole desses fungos
fitopatogénicos.
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