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RESUMO

A podriddo radicular causada por diversos patogenos limita a producdo da mandioca (Manihot
esculenta Crantz), cultura de elevado interesse para a regido Nordeste do Brasil,
proporcionando grandes prejuizos. As dificuldades no manejo tem direcionado a busca por
alternativas, entre as quais, o biocontrole, vem apresentando resultados significativos. Os
objetivos deste trabalho foram determinar a etiologia dos fitopatdgenos envolvidos com a
podriddo radicular da mandioca, no estado de Alagoas, avaliar a capacidade de isolados de
Trichoderma spp. em inibir o desenvolvimento de Fusarium sp. e identificar molecularmente
os isolados de Trichoderma e Fusarium sp. Para tanto, experimentos foram conduzidos nos
Laboratorios de Fitopatologia e Fitopatologia Molecular do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL). Inicialmente, solo da rizosfera e raizes
tuberosas de mandioca com sintomas de podriddo foram coletados e submetidos a isolamento,
identificacdo morfoldgica e testes de patogenicidade. Os fungos isolados foram Fusarium sp.,
Neoscytalidium sp. e 0 oomiceto Phytophthora sp., todos patogénicos a mandioca. Em seguida,
realizou-se a selecdo de isolados de Trichoderma pela técnica de pareamento. Foram obtidos 12
isolados de Trichoderma, ente os quais sete (T2; T3; T5; T6; T10; T13; T15) produziram
substancias bioativas que inibiram o desenvolvimento de Fusarium sp. Posteriormente, a
caracterizacdo molecular de Fusarium sp. e de Trichoderma spp. foi realizada através do
sequenciamento da regido ITS do DNA e analise filogenética, cujo estudo, construido usando o
método de ‘‘maximum Likelihood Tree’” com base em 1000 réplicas de “bootstrap”, mostrou
100% de similaridade genética com a especie Fusarium falciforme. Os isolados de
Trichoderma foram identificados como T. harzianum (T6), T. citrinoviride (T5) e T. orientale
(T15). Avaliou-se também o efeito do extrato bruto a 50°C, extrato térmico (100°C) e extrato
autoclavado (120°C/15 minutos) de Trichoderma spp. e a deteccdo de indice enzimatico de F.
falciforme e de Trichoderma spp. Os extratos brutos de T. harzianum, T. citrinoviride e T.
orientale sdo eficientes em inibir o desenvolvimento de F. falciforme, sendo o extrato bruto, o
que proporcionou a maior porcentagem de reducdo de crescimento micelial (85%), seguido do
extrato a 100°C (59%) e 121°C (40%). Os isolados T2, T3 e T6 (T. harzianum), T5 (T.
citrinoviride) e T15 (T. orientale) e o isolado de F. falciforme produziram as enzimas amilase,
celulase, gelatinase, lipase, protease e quitinase. O presente estudo constitui o primeiros
registro de F. falciforme nessa cultura.

Palavras - Chave: Raiz tuberosa, Identificagdo molecular, Patologia.



ABSTRACT

Root rot caused by several pathogens limits the production of manioc (Manihot esculenta
Crantz), a crop of great interest to the Northeast region of Brazil, causing great losses. The
difficulties in the management have directed the search for alternatives, among which, the
biocontrol, has presented significant results. The objectives of this work were to determine the
etiology of phytopathogens involved with root rot of cassava, in the state of Alagoas, to
evaluate the ability of Trichoderma spp. In inhibiting the development of Fusarium sp. And to
identify molecularly the Trichoderma and Fusarium sp. For that, experiments were conducted
in the Phytopathology and Molecular Phytopathology Laboratories of the Agricultural Sciences
Center of the Federal University of Alagoas (CECA-UFAL). Initially, rhizosphere soil and
tuberous roots of cassava with symptoms of rot were collected and submitted to isolation,
morphological identification and pathogenicity tests. The isolated fungi were Fusarium sp.,
Neoscytalidium sp. And the Phytophthora sp., All pathogenic to cassava. Then, the selection of
Trichoderma isolates was performed by pairing technique. Twelve isolates of Trichoderma
were obtained, of which seven (T2, T3, T5, T6, T10, T13, T15) produced bioactive substances
that inhibited the development of Fusarium sp. Subsequently, the molecular characterization of
Fusarium sp. And Trichoderma spp. Was performed through the DNA ITS region sequencing
and phylogenetic analysis, whose study, constructed using the " Maximum Likelihood Tree "
method based on 1000 bootstrap replicates, showed 100% genetic similarity with the falciform
Fusarium species . Trichoderma isolates were identified as T. harzianum (T6), T. citrinoviride
(T5) and T. orientale (T15). The effect of the crude extract at 50 ° C, thermal extract (100 ° C)
and autoclaved extract (120 °© C / 15 minutes) of Trichoderma spp. And the detection of
enzymatic index of F. falciforme and Trichoderma spp. The crude extracts of T. harzianum, T.
citrinoviride and T. orientale are efficient in inhibiting the development of falciform F. The
crude extract yielded the highest percentage of mycelial growth reduction (85%), followed by
the extract At 100 ° C (59%) and 121 ° C (40%). The isolates T2, T3 and T6 (T. harzianum),
T5 (T. citrinoviride) and T15 (T. orientale) and the F. falciform isolate produced the enzymes
amylase, cellulase, gelatinase, lipase, protease and chitinase. The present study constitutes the
first record of F. falciformus in this culture.

Key words: Root tuber, Molecular identification, Pathology.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) tém grande expressdo econdmica e social
no Brasil e no mundo pelo seu importante valor na alimentagdo humana, animal e na
industrializagéo, garantindo a sobrevivéncia de significativa parcela da populacdo de baixa
renda, como fonte alimenticia e como geracdo de renda para a agricultura familiar
(NOTARO et al. 2013).

A mandioca e seus derivados é dos alimentos mais consumidos no mundo e ocupa a
sexta colocacdo de maior producdo e expressao do planeta, estando atras apenas das culturas
da soja, trigo, arroz, milho e batata (FAO, 2012). O Brasil é o quarto produtor mundial, com
uma safra estimada para 2016 de 25 milhdes de toneladas (IBGE, 2015).

De grande versatilidade, a cultura é totalmente aproveitada, ndo s6 a parte aérea
(folhas e hastes) como também a raiz. As folhas tém seu aproveitamento na alimentago
humana (suplemento) e animal (triturada). As hastes, na alimentacdo animal, sob a forma de
silagens e fenos e ainda in natura. A raiz, na alimentacdo humana, animal e ainda pelas
indUstrias, principalmente de farinha, de féculas, plasticos biodegradaveis, produtos téxteis e
de biocombustivel (CONAB, 2013).

A cultura da mandioca enfrenta muitos desafios, entre os quais, destaca-se 0S
problemas fitossanitarios (NASCIMENTO JUNIOR, 2015). Diversas doencas ja foram
relatadas na cultura, dentre elas, as podridGes radiculares, cujos agentes podem ser
Lasiodiplodia sp., Fusarium sp., Neoscytalidium lignicola, Phytophthora drechsleri Tucker,
Pythium sp. e Rosellinia sp. Entretanto, registros sobre os principais fitopatdgenos
envolvidos na podriddo radicular nos estados produtores ainda s&o incipientes e sdo de suma
importancia para servir como ferramenta na tomada de decisdo sobre qual a melhor
estratégia de manejo a ser utilizada (MASSOLA JR; BEDENDO, 2005; MUNIZ et al.,
2006; FUKUDA; OTSUBO, 2015; NOTARO et al., 2013; SILVA, 2013).

Os mais importantes agentes causadores da podriddo radicular sdo 0s
microrganismos, P. drechsleri e F. solani, ndo somente pela abrangéncia geografica, mas
principalmente pelas severas perdas na producéo. Alguns estudos mostram que a ocorréncia
de Fusarium € mais acentuada em plantios de mandioca em solos acidos e adensados. Os
sintomas podem ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento da planta e raramente causam

danos diretos nas raizes.



O ataque ocorre no ponto da haste junto ao solo, causando infecgdes e muitas vezes
obstruindo totalmente os tecidos vasculares, impedindo a livre circulacdo da seiva e,
conseqiientemente, provocando podriddo indireta das raizes. Ao contrario de Phytophthora,
cujos o sintomas provocados nas raizes sdo coloracdo marrom e podriddo mole que exsudam
um liquido com mau cheiro, as podriddes de Fusarium sp sdo caracterizados por uma
podriddo de consisténcia seca e sem o aparente disturbio dos tecidos (MOURA; SILVA,
1997; POLTRONIERI et al, 2001; SILVA; TEIXEIRAS, 2012).

As medidas de controle da podriddo radicular envolvem a integracdo do uso de
variedades tolerantes, associado a préaticas culturais como rotacdo de culturas, manejo fisico
e quimico do solo, sistemas de cultivo e outras. Nascimento Junior (2015), destaca que € de
fundamental importancia o conhecimento das condicdes edafo-climaticas da regido do
cultivo e o uso de técnicas apropriadas que possam ser adotadas pelo agricultor, para que
possam ter um retorno econémico dentro de um sistema agricola sustentavel.

O controle alternativo de fitopatdgenos com antagonistas, principalmente com
espécies de Trichoderma, ja vem sendo estudado, devido ao interesse mundial de utilizar
produtos menos agressivos ao ambiente (SOUSA et al., 2012; SILVA et al., 2014). Para
Robbs (1992) e Barbosa; Meza (2009) a competicdo por alimentos e a antibiose, sdo 0s
mecanismos mais frequentemente utilizados por algumas espécies de Trichoderma, sendo
por isso considerado um excelente agente de biocontrole.

Diante do exposto, o0 objetivo do presente trabalho foi identificar os principais
agentes causais da podriddo radicular da mandioca de mesa var. Rosinha, no estado de
Alagoas e avaliar a capacidade de Trichoderma spp em controlar a podriddo radicular,

causada por Fusarium sp.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ACULTURA DA MANDIOCA

A mandioca, uma cultura de grande interesse para 0 Nordeste brasileiro,
notadamente para o Estado de Alagoas, € uma planta perene, arbustiva, pertencente a
familia das Euforbiaceas, rica em fécula, utilizada na alimentacdo humana e animal ou
como matéria prima para diversas indastrias (FRAIRE FILHO; BAHIA, 2015).
Nascimento Junior (2015), enfatiza as vantagens desta cultura, devido a sua rusticidade,
baixo custo, adaptacdo em relacdo ao clima e solo e suas caracteristicas nutricionais que
estdo relacionadas a grande acumulo de amido em suas raizes, bem como de proteinas e
aminoacidos nas folhas.

E uma planta originaria das regides tropicais da América do sul, mas que teve como
lugares da sua domesticacio o Sudeste da Asia, a Africa e a América Tropical (NOTARO
et. al., 2013; SILVA, 2013; FRAIRE FILHO; BAHIA, 2015).

Em 2013, foram produzidas 281.718.000 toneladas de mandioca em todo o mundo,
sendo o Brasil o quarto produtor mundial com 23.977.757 toneladas, ficando atras da
Nigéria, maior produtor, Indonésia e Tailandia. As regiGes Norte e Nordeste do Brasil
possuem 0s maiores volumes de producdo e a maior area cultivada, sendo as regifes Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, as de maiores rendimentos agricolas. O Estado do Para é o maior
produtor nacional de raiz de mandioca, seguido de Parana, Maranhdo e Bahia (IBGE,
2015).

No Estado de Alagoas, as regides que se destacam como produtoras de mandioca
sdo o agreste, com 70% da producdo total do estado (Arapiraca, S&o Sebastido e Campo
Alegre), a zona da mata e o litoral norte, sendo a primeira regido, a que detém a maior
quantidade de produtores, responsavel por 13,36 t.ha-! e producdo de 240.448 toneladas,
ocupando a segunda colocacdo em produtividade se comparados aos outros estados do
nordeste (CONAB 2013).

Notaro (2012) enfatizaram que essa cultura ainda é de agricultura familiar e se
desenvolve de forma rudimentar, sendo que o principal meio de propagacéo € vegetativa e
ainda cultiva-se variedades de baixa qualidade genética. A sua utilidade esta associada ao
teor de acido cianidrico (HCN) presente nas folhas e raizes, que a classifica como mansa
ou doce (<180mg kg-! de HCN), também conhecidas como macaxeira, utilizada para o

consumo in natura; intermediarias (180-300mg kg-!) e amarga ou brava (>300mg kg-1)



essas duas ultimas sdo utilizadas para ragdo animal, producdo de fécula, farinha e
biocombustivel (OLIVEIRA et al., 2012).



A maior utilidade da mandioca estd na inddstria alimenticia, principalmente na
producdo de fécula destinada para o mercado de amido modificado, que além de atender a
culinaria regional em paes, tapiocas, beijus, bolinho de goma e pé-de-moleque; € um dos
produtos da mandioca que mais emprega mao-de-obra e agrega um elevado valor no
produto processado, segundo Nascimento Janior (2015). Quanto & producdo de
biocombustiveis, a mandioca vem se mostrando uma boa alternativa na fabricacdo de
etanol, pois apresentou um menor custo energético na producdo de etanol comparado a
cana de acucar e o milho, de acordo com Salla et. al., (2010).

Segundo Alves (2006), o ciclo da mandioca pode variar de 6 a 24 meses de cultivo,
mas comercialmente é 12 a 18 meses para o beneficiamento de farinha e fécula e entre 8 a
10 meses para as de mesa, Dentre as variedades plantadas em Alagoas, destaca-se a
Rosinha, cujo ciclo varia entre 9 a 10 meses em sequeiro, podendo ser antecipado para 7 a
8 meses em condicOes de sistema irrigado. Essa variedade pode atingir trés metros de
altura, mantém o stand de plantas ao final do cultivo com boa produgdo de ramas e
produtividade em 21 t ha-t (DINIZ et al, 2009).

Nascimento Juanior (2015), relata em seu trabalho que mesmo com a rusticidade da
cultura é necessario esta atento as condi¢des adafo-climaticas, afirmando que a mandioca
produz bem em solos férteis, com pH entre 5,5 a 7,0 com classe textural arenosa ou média
e uma boa drenagem natural. A condicdo climatica ideal esta na faixa de temperatura entre
20°C e 27°C, podendo se estabelecer em ambientes com temperaturas entre 16°C e 38°C;
com precipitacdo entre 1000 a 1500 mm ano-t, em regides semi-aridas entre 500 e 700 mm
ano-1; altitudes de 600 a 800 metros acima do nivel do mar e periodo de luz de 12 horas
dia-* (SILVA; ANDRADE, 2011; SILVA, 2013).

2.2. DOENCAS NA CULTURA DA MANDIOCA

Vérios fatores podem limitar a producdo da mandioca, tais como, a ocorréncia de
insetos-praga e fitopatdgenos causadores de doencas, prejudicando a qualidade e a
producéo de mandioca no Brasil e no mundo. De acordo com Nascimento Junior (2015), a
mandioca possui baixa resisténcia a doencas 0 que acarreta severas perdas econémicas na
producao.

Dentre as doengas de importancia destacam-se as causadoras de manchas foliares

como mancha parda (Cercosporidium henningsii) mancha branca (Phaeoramularia



manihotis), queima das folhas (Cercospora vicosae), mancha preta (C. manihobaea) e
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides f. sp. manihotis) que limitam o0s
fotoassimilados (SILVA; ANDRADE, 2011; MORAIS et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2013). E as podriddes radiculares, causadas por fungos e oomicetos, tais como Diplodia
sp., Fusarium sp., Neoscytalidium sp., Rosellinia sp., Phytophthora sp. e Pythium sp.
(FUKUDA; OTSUBO, 2015; NOTARO et al., 2013; SILVA 2013; OLIVEIRA et al.,
2013).

Notaro et al., (2013) e Silva (2013) alertam que a podridao radicular da mandioca é
uma doencga de alto impacto econémico e social, nos Estados do Maranh&o, Para, Alagoas
e Pernambuco, pois estd provocando uma queda progressiva na produtividade, além de
inutilizar as areas para plantio ao longo dos ciclos da cultura. Segundo Nascimento Janior
(2015), as podriddes sdo responsaveis por grandes perdas na producdo de mandioca no
Nordeste, sendo o Omyceto Phytophthora sp e o fungo Fusarium sp., os patdégenos que
limitam a cultura entre 30 e 70%. O autor afirma ainda que em condicGes favoraveis a
doenca pode provocar 100% de perda.

A podriddo causada por Fusarium sp. ocorre em plantas jovens e adultas, com
sintomas de murcha repentina e severo desfolnamento, que pode ser potencializado em
areas de solo argiloso e mal drenados (SILVA; TEXEIRA, 2012). Fato este ja relatado por
Gomes; Leal (2003), que ao trabalharem com mandioca nos Estados de Sergipe, Bahia e
Alagoas, afirmaram que a podriddo das raizes é a doenca mais limitante da cultura na
regido Nordeste, principalmente quando é implantada em &reas formadas por solo
compactado.

Os sintomas da podriddo radicular sdo bastante distintos em funcdo do agente
causal. Os autores relatam que normalmente, Phytophthora sp. ataca a cultura na fase
adulta, causando podriddo “mole” nas raizes, com odor muito forte, semelhantes ao de
matéria organica em decomposicdo; coloracdo acinzentada. O aparecimento de sintomas
visiveis é mais frequente em raizes maduras; entretanto, existem casos de manifestagdo de
sintomas na base das hastes jovens ou em plantas recém-germinadas, causando murcha e
morte total. J& no caso da podriddo causada por Fusarium sp., 0 problema pode ser bem
mais acentuado, podendo apresentar sintomas em qualquer fase do desenvolvimento da
planta e raramente causam danos diretos na raiz. (GOMES; LEAL, 2003; SILVA,
TEXEIRA, 2012; NASCIMENTO JUNIOR, 2015).



2.3. O PATOGENO Fusarium sp.

O género Fusarium foi descrito em 1809, por Link. As espécies desse género
pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classes Eauscomycetes e Pyrenomycetes,
ordem Hypocreales, apresentando 65 espécies, 55 variedades e 22 formas, conforme
Wollenweber; Reinking (1935)! citado por Ventura (1999). Trata-se de um dos mais
importantes fitopatdgenos do mundo, com ampla distribuicdo geografica, distribuidos no
solo e em associacdo com plantas. Tendo espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia
restrita a determinados ambientes (VENTURA, 1999). A maioria das espécies sao
saprobios, mas algumas espécies produzem micotoxinas que podem afetar a satide humana
e animal (URBEN et al. 2009). Seifert, 2006; Querales (2010) relatam que 0 género
Fusarium é um grupo complexo crescente em nimero de espécies e geram controvérsia
taxonémicas para fitopatologistas.

Milanesi, (2009), comenta que o Fusarium sp. pode ocorrer especialmente em locais
de climas tropicais e subtropicais, e tem uma grande capacidade de sobreviver por longos
periodos no solo fora de seus hospedeiros, através da formacao de estruturas de resisténcias
chamadas clamiddsporos.

Trés grupos dentro do género sdo os exemplos mais especificos dessas mudancas,
nomeados como o complexo Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw (com o nome
genérico referindo-se aos teleomorfo), o complexo Fusarium solani (Mart.) Sacc. e o
complexo F. graminearum. O género é caracterizado pelo seu crescimento rapido, colénias
com coloracéo palida ou colorida (violeta a purpura escuro ao laranja), com micélio aéreo e
difuso (MARTINS, 2005).

'WOLLENWEBER, H. W.; REINKING, O. A.. Die fusarien: ihre beschreibung,
schadwirkung und bekampfung. Berlin: P. Parey, 1935.

Puhalla (1981); Martins (2005); Agrios (2005), relatam que a identificacdo de
espécies de Fusarium sp. era baseada na morfologia dos macro e microconidios,
conidiéforos, clamidosporos e na disposicdo dos conidios no conidiéforo. Os
microconidios sdo unicelulares e uninucleados; os macroconidios mais comuns Sao

multicelulares, mas cada célula tem somente um nudcleo. Todos os nucleos de um



macroconidio, contudo, sdo descendentes mitoticos de um mesmo ndcleo progenitor e
sdo, portanto geneticamente idénticos. Os estagios sexuais de Fusarium sdo ascomicetos;
0 esporo sexual € o ascésporo. Os que alocados no género Nectria tém ascOsporos
bicelulares. Cada célula do ascosporo bicelular € uninucleada e ambos nucleos séo
geneticamente idénticos. Outros, como é o caso em Gibberella, formam ascésporos
multicelulares.

Outro fato que é mencionado por Martins (2005), é que as caracteristicas
morfoldgicas sofrerem influéncia do ambiente e também nutricionais. Especialistas no
género utilizam meios de cultura e condi¢bes padronizadas para identificacdo. Devido a
esta plasticidade e variacGes de caracteristicas fenotipicas encontradas neste fungo, a
taxonomia baseada somente em conceitos morfoldgicos ndo é confiavel.(Martins, 2005;
Urbens et al., 2009; Querales, 2010).

A identificacdo da espécie de Fusarium é um dos primeiros passos para seu estudo.
Tradicionalmente tem sido realizado com base na morfologia, desde a publicagédo do
tratado do género “Die Fusarien”, em 1935 por Wollenweber; Reinking *. Outros
sistemas foram propostos, mas ndo resolveram o problema da identificacdo das espécies.
As ferramentas para a identificacdo foram incrementadas e incluem a utilizagdo de
microscopia Gtica e eletrdnica, meios seletivos e diferenciais, comparacdes enzimaticas,
metabdlitos secundarios, bem como, o uso de tecnologias imunolédgicas e moleculares
(LEAL- BERTIOLI, 1998; MARTINS 2005).

O Donnell et al., (2000); Summerell et al., (2003); Ottoni, (2008); comentam que
com o advento das ferramentas moleculares a identificagdo de Fusarium passa a envolver
trés conceitos de espécie: o da especie morfoldgica, baseada na similaridade dos
caracteres morfoldgicos observaveis, denominados de marcadores morfol6gicos; o da
espécie bioldgica, baseado na compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie; e
0 conceito de espécie filogeneética, baseado na analise de sequéncias génicas. Querales
(2010) menciona em seu trabalho que a adocgdo destes modelos de classificacdo afeta a
taxonomia do género jA que por décadas foi baseada simplesmente em caracteres
morfoldgicos e também cria controvérsias, pois muitos fitopatologistas acreditam que tais
modelos sé acrescentam dificuldades para uma identificacdo pratica na diagnose de
agentes causais de doencgas em plantas e que, portanto, tais modelos estdo mais adaptados

para 0s estudos realizados por micologistas. N&o obstante, estas mudangas s&o



pertinentes, dado que dentro deste género existem espécies muito proximas, fato que
pode levar a uma diagnose errada com importantes consequéncias praticas.

De acordo com Notaro et al. (2013), Fusarium solani Math (Sacc) é a espécie que
prevalente causa podriddo radicular na mandioca cv. branquinha no Estado de
Pernambuco. Esta espécie produz, em meio de cultura, micélio aéreo, com coloragdo que
varia do branco ao creme, tornando-se marrom-azulado quando esporodoquios estdo
presentes. Produz trés tipos de esporos assexuados: 0s macroconidios em forma de foice,
medindo cerca de 15-35 x 4-7 um com 3-5 septos; 0s microconidios, que possuem ou nao
septo, medem cerca de 5-10 x 1-3 um e os clamiddsporos, que sdo hialinos, globosos,
lisos a &spero, medindo de 6-10 pm.

O estado sexual do fungo é Nectria haematococca (Ascomycete). Este fungo
sobrevive em restos culturais, solo, tubérculos e sementes infectadas, podendo persistir
no solo durante varios anos. As condi¢cdes ideais para 0 seu estabelecimento sao
temperatura de 15 a 25 °C, umidade de 50 a 75%, ocorréncia de ferimentos, plantios em
solos contaminados e armazenamento inadequado. Ferimentos no sistema radicular,
principalmente os ocasionados por nematoides, facilitam a penetracdo do fungo nas raizes

dos hospedeiros.

2.4. CONTROLE DA DOENCA

Por ser um patdgeno veiculado pelo solo, sua eliminacdo, ap6s a instalacdo na area
de plantio se torna uma tarefa muito dificil e medidas de controle quimico praticamente
inexistem, exceto aquelas preventivas, como o0 uso de tratamento de sementes ou outros
materiais de propagacdo (LAZAROTTO et al., 2012). O Controle cultural, baseado na
prevencdo de ferimentos durante a colheita e 0 armazenamento, 0 uso de sementes sadias
e substrato livre do patdgeno, utilizado uma Unica vez, a aplicacdo equilibrada dos
nutrientes, o controle da irrigagédo, bem como a utilizagdo de variedades resistentes e 0
tratamento com fungicida das estacas sementes (maniva) e do substrato utilizado para o
semeio quando infectado, podem minimizar as perdas de producao.

Como medida de controle o que mais se mostrou eficiente baseado nas pesquisas
realizadas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura e Empresa de Desenvolvimento
Agropecuaria (EMAGRO), foi o uso de variedade tolerante, associado & rotacdo de

culturas e sistemas de plantio, que reduziram a podriddao em cerca de 80%. As variedades



consideradas tolerantes até entdo conhecidas sdo: Osso Duro, Cedinha, Bibiana, clone
148/02, Aramaris e Kiriris, para o Nordeste. (GOMES; LEAL, 2003; BETTIOL, 2009;
LOBO JUNIOR et al., 2009; LAZAROTTO et al., 2012)

Para o controle de Fusarium sp., o produto quimico difenolconazol e thiram, no
tratamento de solo e, no tratamento de sementes, sd&o os mais recomendados pela
eficiéncia apresentada. No entanto, o controle quimico se tornou constante e com 0 uso
indiscriminado advieram problemas ecoldgicos, pois estes provocam alteragdes no
ambiente como: selecdo de patdgenos resistentes, ocorréncia de surtos de doencas
consideradas como secundarias, diminuicdo de microrganismos benéficos, além de causar
efeitos deletérios (nocivos) ao homem, aos animais e ao ambiente, através do acimulo de
residuos no solo, na dgua e nos alimentos (BIZI, 2015).

De uma maneira geral, os custos elevados da pratica do controle quimico,
associado ao surgimento de resisténcia aos produtos comumente empregados, bem como
a proibicdo do uso de outros, como o brometo de metila, torna essencial o
desenvolvimento de técnicas alternativas de controle (BETTIOL, 2009; LOBO JUNIOR
et al., 2009; LAZAROTTO et al., 2012). No chamado controle alternativo inserem-se o
controle bioldgico, a inducdo de resisténcia em plantas (MORAES, 1992) e o uso de
extratos naturais com propriedades antimicrobianas e ou indutoras de resisténcia
(STANGARLIN et al., 2008).

2.5. BIOCONTROLE DE FITOPATOGENOS

A tentativa de reduzir a atividade deletéria de um patégeno ou do inoculo tem sido
uma constante na agricultura, e a substitui¢cdo de agroquimicos por produtos naturais com
atividade de supressdo ou de controle tem sido uma das alternativas viaveis, pois o
residuo deixado é mais rapidamente assimilado e decomposto pelo ambiente devido a sua
baixa persisténcia (SOUZA, 2013; BIZI, 2015).

Ethur, (2006) e Dianese, (2007); relatam a importancia das pesquisas na area de
controle biologico, tais como a introducdo de organismos antagonicos em ambientes em
que o0 patdgeno esteja causando danos como forma de otimizar controle. Cancela (2015),
afirma que a dindmica da ag&o do controle bioldgico ocorre de forma natural e consiste na
regulacdo do nimero de plantas e animais por inimigos naturais. O controle bioldgico € o

componente fundamental do equilibrio da natureza e como o controle quimico apresenta



vantagens e desvantagens. Entre as vantagens esté o fato de ser uma medida atdxica, ndo
provocar desequilibrio, ndo possuir contraindicagdes, propiciar um controle mais extenso
e é eficiente quando ndo existe maneira de se utilizar o controle quimico. Em
compensacdo requer mais tecnologia, possui um efeito mais lento, ndo é de tdo facil
aquisicdo e nem sempre pode ser aplicado em qualquer época do ano.

Manter o equilibrio no Agroecossitema € uma pratica do controle biol6gico de
modo que o hospedeiro, na presenca do patégeno, ndo sofra danos significativos, em
funcdo da acdo controladora dos organismos ndo patogénicos do sistema. Os autores
relatam ainda que doenca € mais que uma intima interacdo do patdégeno com o
hospedeiro, influenciada pelo ambiente e sim o resultado de uma interacdo entre
hospedeiro, patdgeno e uma variedade de ndo-patdgenos que também repousam no sitio
de infeccdo e que apresentam potencial para limitar ou aumentar a atividade do patégeno,
ou a resisténcia do hospedeiro. Portanto, patdgeno, hospedeiro e antagonistas, interagindo
num sistema bioldgico, sdo os fatores e componentes do controle biolégico (BlZI, 2015;
CANCELA (2015).

Um fator limitante para o uso de produtos biolégico é a disponibilidade no
mercado para esta modalidade de controle. Outro problema é o fato de que a grande
maioria dos produtos naturais ndo estdo devidamente registrados para uso em escala
comercial (SILVA et al., 2008).

A presenca do fitopatdgeno interfere na homeostase da planta, mas também podem
atuar acionando mecanismos de defesa da planta e/ou ativando genes que conferem
resisténcia da planta hospedeira (AGRIOS, 2005). Michereff et al., (1993), afirmam que
0 patdégeno possui atividades determinantes que envolvem crescimento, infectividade,
agressividade, viruléncia e outras atribui¢fes do patdgeno ou processos, que determinam
a infeccdo, desenvolvimento dos sintomas e reprodugdo. A interagcdo entre antagonista,
hospedeiro e patdgeno ndo ocorre de maneira particular, mas mutuamente.

Diversos autores relatam as interacdes e sua interferéncia na vida do fitopatdgeno por
mecanismos de acdo como competicdo por espago e nutrientes a antibiose,
micoparasitismo ou hiperparasitismo, predacdo, inducdo de resisténcia, aumentando
assim vantagem competitiva no ambiente. Estes mecanismos variam de espécie para
espécie e, também, de linhagem para linhagem dentro da mesma espécie, de acordo com
a interagdo hospedeiro-parasita. (CARVALHO, 2006; BETTIOL; MORANDI, 2009;



BRITO et al., 2010; ZUCCHI, 2010; DIAS, 2011; MACHADO et al., 2012; BIZI, 2015;
CANCELA, 2015; FIPKE, et al., 2015).

Dentre os fungos que apresentam elevado potencial para serem utilizados como
agentes de biocontrole, o género Trichoderma Pers. € um dos mais pesquisados e
estudados (MENEZES et al., 2010). As espécies mais conhecidas de Trichoderma séo: T.
hamatum (Bonord.) Bainier, T. viride Pers, T. aureoviride Rifai, T. harzianum Rifai, T.
koningii Oudem, T. pseudokoningii Rifai e T. longibrachiatum Rifai (BETTIOL; GHINI,
2005).

Ezziyyani et al., (2007) relatam que a freqiiéncia de Trichoderma spp., é muito
importante por ser um biocontrole de fitopatogenos como Phytophthora, Fusarium e
Neoscytalidium. Remuska & Pria (2007) avaliando a efeito antagénico de Trichoderma
spp., no controle do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos observou que este
exerceu efeito antagonista sobre alguns fitopatdgenos radiculares, tais como Sclerotium
rolfsii, Pythium aphanidermatum e Fusarium solani, sendo este Ultimo género descrito
como um dos principais fitopatdgenos associados a podriddo radicular da mandioca no
estado de Pernambuco.

Hoffmann et. al., (2015) relatam que tiveram 80% de controle de Fusarium sp
utilizando isolados de Trichoderma spp. Da Silva et. al., (2011); Pereira (2013)
comprovam em seus trabalhos um grande potencial de inibicdo de crescimento micelial
de F. solani por espécies de Trichoderma spp. Souza et. al., (2015) também relatam que
Fusarium sp., e Bipolaris sp., tiveram seu crescimento fortemente inibido pelos isolados
de Trichoderma spp. Outros trabalhos realizados por Bomfim et al., (2010); Dias (2011);
Lazarotto et al., (2012); Santos et al., (2012); Marques et al., (2014), obtiveram
resultados promissores apresentando de bom a 6timo desempenho, no que diz respeito a

inibicdo do crescimento micelial de fitopatdgenos por eles testados.

2.6. O FUNGO Trichoderma sp

O género Trichoderma, esta classificado como pertencente ao Reino Fungi, filo
Ascomycota, classes Eauscomycetes e Pyrenomycetes, ordem Hypocreales, familia
Hypocreaceae, género Hypocrea (teleomorfo). Este fungo apresenta grande potencial

antagdnico e frequentemente é associado a solos supressivos a fitopatogenos (MELO,



1991). De acordo com Harman et al. (2004); Harman (2005), seu uso pode oferecer
outras vantagens: decomposicdo de matéria organica, competicdo com uma microflora
deletéria atraveés da colonizacdo da rizosfera, producdo de antibiose e inducdo de
resisténcia

Espécies de Trichoderma ja foram documentadas para o controle de vérios
patdgenos, tais como Rhizoctonia solani Kihn, Sclerotium rolfsii Sacc., Sclerotina
sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium spp. e Pythium spp. (MELO; AZEVEDO 1998).
Diferentes espécies de Trichoderma, incluindo T. harzianum Hifai, apresentaram uma
elevada taxa de parasitismos e atividade antagdnica para os fitopatdgenos, tais como S.
rolfsii, S. minor e S. sclerotiorum, R. solani e Pyricularia grisea Sacc. (ROLLAN et
al.,1999; RONDON et al., 2007).

De acordo com Dos Santos (2010), o isolado de T. harzianum apresentaram
antagonismo in vitro sobre o fungo S. rolfsii; sendo capaz de hiperparasitar as hifas do
patdégeno e competir por espaco e nutriente. Silva et al (2013), trabalhando com isolados
de Trichodema spp como agente de controle bioldgico de S. lignicola, observaram que
inicialmente o isolado de Neoscytalidium sp mostrou-se bastante competitivo ao ser
confrontado com Trichoderma spp, porém ao se encontrarem na placa de Petri, 0
Trichoderma spp sobrepds a colbnia do patdgeno. O material observado da regido
sobreposta pelo antagonista indicou que ali houve uma acdo enzimatica degradativa da
hifa do patégeno, visto que se destinguia com precisdo apenas esporos e hifas do
antagonista.

Para Robbs (1992) e Barbosa; Meza (2009) a competicdo por alimentos e a
antibiose, sdo 0s mecanismos mais frequentemente utilizados por agentes de biocontrole,
uma vez que 0s organismos mais eficientes em usar 0s recursos disponiveis se
multiplicam e colonizam rapidamente a rizosfera, garantindo a sua sobrevivéncia. De
acordo com Ethur (2006), a competicdo € uma das principais caracteristicas de isolados
de Trichoderma sp., usados como agentes de biocontrole e que a sua velocidade de
crescimento, busca por alimento e espaco sdo as caracteristicas que o promoveram a
condicdo de um excelente agente de biocontrole.

A secrecdo de substancias organicas antibidticas (antibiose), produzidas por
microrganismos, que mesmo em baixa concentracdo interfiram nas atividades

metabdlicas, na reducdo ou paralisacdo do crescimento e esporulacdo, reducdo na



germinacdo de esporos, além de distor¢des na hifa e enddlise, quer seja especifica, quer
seja de amplo aspecto de agdo, sdo importantes artificios para eficiéncia de organismos
antagonistas (LOBO JUNIOR; ABREU, 2000; BOMFIM, 2007; SOUZA, 2013).
Segundo Claydon et al., (1987), antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario de
seus produtores, e podem ser mais importantes na inibigdo de outros organismos do que a
competicdo por nutrientes.

A antibiose também foi relatada por diversos pesquisadores como um dos
mecanismos de acdo de espécies de Trichoderma (BETTIOL, 1991; DIAS, 2011,
CARVALHO FILHO, 2013). A gliotoxina, viridina e trichodermina, sdo algumas das
substancias produzidas por espécies de Trichoderma capazes de inibir o desenvolvimento
de outros fungos (Amorim et al. 2011). Ethur (2006) relatou que a gliotoxina foi
responsavel pela inibicdo da germinacdo de esporangios e do crescimento micelial de
Pythium ultimum.

Segundo Bomfim et al., (2010) e Souza (2013), o biocontrolador serd bem
sucedido se for capaz de degradar a parede celular (composta por carboidratos, tais como
quitina), além de proteinas e lipidios em quantidades significativas do fitopatégeno ou
interromper os processos relacionados a sua sintese. Portanto, a producdo de enzimas que
hidrolisem os componentes da parede celular dos fitopatdgenos, particularmente
quitinases e glucanases, é uma caracteristica comum em muitos agentes de biocontrole.
Algumas espécies de Trichoderma sdo conhecidas pela sua alta capacidade em produzir
enzimas que degradam celulose e quitina (MELO, 1991; HARMAN et al., 2004).

O micoparasitismo, situacdo em que 0 microrganismo antagonista vive sobre ou
dentro do fungo antagonizado, alimentando-se e desenvolvendo-se as expensas deste, é
outro mecanismo de acdo que um bom agente de controle biolégico deve possuir. O
micoparasitismo envolve antibiose e canibalismo provocados pela agéo de enzimas
hidroliticas, como quitinases, glucanases, proteases e lipases, que provocam a morte de
um deles que, assim, servem de alimento para o sobrevivente (LOBO JUNIOR; ABREU,
2000; HARMAN, 2000; BOMFIM, 2007; BARRA et. al., 2008; ZUCCHI, 2010).

Quitinases e B-1,3-glucanases estdo diretamente envolvidas nas interagdes de
micoparasitismo entre espécies de Trichoderma e seus hospedeiros, devido a maioria dos
fungos fitopatogénicos possuirem em sua parede celular quitina, organizada em camadas

regularmente ordenadas e B-1,3-glucanas arranjadas como um enchimento de maneira



amorfa. A quitinase age de forma aleatéria e degradam a parede celular de fungos,
liberando oligbmeros que induzem as exoquitinases, comegando assim o ataque
micoparasitico, hidrolisando os oligossacarideos da parede celular do fitopatogeno.
(MARCELLO, 2008; GIESE et. al, 2003; BAUERMEISTER et. al, 2010).

Melo (1996) relata que a atividade micoparasitica necrotréfica tem grande
eficiéncia em inimeros fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com estruturas de
resisténcia consideradas dificeis de serem atacadas por microrganismos, Como esporos,
esclerodios, clamiddsporos e microesclerddios. Melo; Azevedo (1998) afirma que
Trichoderma sp possui caracteristica micoparasita, pois pode detectar e localizar hifas de
fungos suscetiveis, crescendo em sua diregdo presumivelmente em resposta a estimulos
quimicos, produzidos pela hifa hospedeira, formando estruturas semelhantes a apressorios
e enrolando-se em toda a sua extensao para, entdo, penetrar e digerir a hifa.

O género Trichoderma é considerado um bom agente de controle microbiano, pois
apresenta além habilidades descritas acima, caracteristicas essenciais, como auséncia de
impacto negativo ao meio ambiente, presenca de estruturas de reproducdo de facil
propagacao, principalmente em substratos naturais (Spiegel; Chet, 1998), capacidade de
sobreviver em ambientes desfavoraveis, além de conter populacdes de patdgenos em
condicdes de solo diferentes (VINALE et al., 2008).
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3.ETIOLOGIA DA PODRIDAO RADICULAR DA MANDIOCA NO ESTADO DE
ALAGOAS E AVALIAQAO DO EFEITO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp.
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Fusarium falciforme.

RESUMO

A podridao radicular € a doenca mais limitante da produgdo de mandioca nas Regides Norte e
Nordeste do Brasil, com perdas que chegam a aproximadamente 70%. Este trabalho teve
como objetivos identificar os agentes causais da podridao radicular da mandioca cv Rosinha
no Estado de Alagoas, proceder a caracterizacdo morfolégica e molecular de Fusarium sp. e
de seu biocontolador (Trichoderma spp.). Para tanto foram conduzidos trés experimentos No
primeiro experimento, estudou-se as espécie de patdgenos, causadores da podriddo radicular
da mandioca, através do isolamento, caracterizacdo morfolégica e confirmacdo da
patogenicidade. Posteriormente, em um segundo experimento avaliou-se a capacidade de
inibicdo dos isolados de Trichoderma spp., obtidos da rizosfera da mandioca e da colecdo de
microrganismos da Embrapa Meio Ambiente-SP, sobre o desenvolvimento de Fusarium sp.
No terceiro experimento, procedeu-se a caracterizacgdo molecular de Fusarium sp. e de
Trichoderma spp. Inicialmente, solo da rizosfera e raizes tuberosas de mandioca,
apresentando sintomas de podriddo foram coletados e submetidos a isolamento. Em seguida,
realizou-se a selecdo de isolados de Trichoderma pela técnica de confrontamento e producédo
de metabolitos. Posteriormente, a caracterizagdo molecular de Fusarium sp. e de Trichoderma
spp. foi realizada através do sequenciamento da regido ITS e analise filogenética. Os fungos
isolados foram Fusarium sp., Neoscytalidium sp. e 0 oomiceto Phytophthora sp., todos
patogénicos as raizes e plantas de mandioca. Foram obtidos 12 isolados de Trichoderma,
entRe os quais, sete (T2; T3; T5; T6; T10; T13; T15) produziram substancias bioativas que
inibiram o desenvolvimento de Fusarium sp. O estudo filogenético baseado na regido ITS do
DNA construido usando o método de ‘‘maximum Likelihood Tree’” com base em 1000
réplicas de “bootstrap”, mostrou 100% de similaridade genética com a espécie Fusarium
falciforme. Os isolados de Trichoderma foram identificados como T. harzianum (T6), T.
citrinoviride (T5) e T. orientale (T15).

Palavras-Chave: Manihots sp., Controle biol6gico, Fungo.



ETIOLOGY OF CASSAVA BROWN STREAK IN THE STATE OF ALAGOAS AND
Trichoderma spp EVALUATION OF THE EFFECT OF ISOLATES OF Trichoderma
spp ON THE DEVELOPMENT OF Fusarium falciforme.

ABSTRACT

Root rot is the most limiting disease of cassava production in the North and Northeast regions
of Brazil, with losses reaching approximately 70%. The objective of this work was to identify
the causal agents of root rot of cassava cv Rosinha in the State of Alagoas, to perform the
morphological and molecular characterization of Fusarium sp. And its biocontainer
(Trichoderma spp.). For this purpose, three experiments were carried out. In the first
experiment, the pathogen species responsible for root rot of cassava were studied through
isolation, morphological characterization and confirmation of pathogenicity. Later, in a
second experiment, the inhibition capacity of the Trichoderma spp. Isolates obtained from the
manioc rhizosphere and the collection of microorganisms of Embrapa Meio Ambiente-SP on
the development of Fusarium sp. In the third experiment, the molecular characterization of
Fusarium sp. And Trichoderma spp. Initially, soil of rhizosphere and tuberous roots of
manioc, presenting symptoms of rot were collected and submitted to isolation. Then, the
selection of Trichoderma isolates was performed by the technique of comparison and
production of metabolites. Subsequently, the molecular characterization of Fusarium sp. And
Trichoderma spp. Was performed through the ITS region sequencing and phylogenetic
analysis. The isolated fungi were Fusarium sp., Neoscytalidium sp. And Phytophthora sp., All
pathogenic to roots and cassava plants. Twelve isolates of Trichoderma were obtained, and
seven (T2, T3, T5, T6, T10, T13, T15) produced bioactive substances that inhibited the
development of Fusarium sp. The phylogenetic study based on the ITS region of the DNA
constructed using the " Maximum Likelihood Tree " method based on 1000 bootstrap
replicates, showed 100% genetic similarity with the falciform Fusarium species. Trichoderma
isolates were identified as T. harzianum (T6), T. citrinoviride (T5) and T. orientale (T15).

Key words: Manihots sp., Biological control, Fungus.



3.1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € muito importante para o Nordeste brasileiro,
notadamente para o Estado de Alagoas. Seu principal uso é na alimentacdo humana e animal,
como matéria prima para industria de biocombustivel, plasticos biodegradaveis,
processamento de carnes, na producdo de massas, produtos téxteis e amidos modificados
(CONAB, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; FRAIFE FILHO & BAHIA, 2015).

Por exercer um impacto social bastante significativo, que vai da méao de obra, plantio,
beneficiamento e principalmente pelo seu teor nutricional, a mandioca e seus derivados é dos
alimentos mais consumidos no mundo. Essa cultura ocupa a sexta posi¢do em area plantada.
Entretanto, enfrenta muitos desafios, principalmente no emprego de técnicas que possibilitem
aumentar a producdo de raizes, processamento, comercializacdo e problemas fitossanitarios
(NOTARO et al., 2013; SILVA, 2013).

Os prejuizos causados pela podridao radicular sdo fatores limitantes nas regides Norte
e Nordeste do pais (NASCIMENTO JUNIOR, 2015). Entretanto, registros sobre os principais
fitopatdgenos envolvidos na podriddo radicular sdo incipientes, apesar da importancia para
servir como ferramenta para tomada de decisdo sobre qual a melhor estratégia de manejo a ser
utilizada.

Uma das maneiras de conter 0os prejuizos causados por essa doenca é o uso de
agroguimicos que quando usados de forma irresponsavel causam grande prejuizo ao ambiente
devido ao residuo toxico. Uma forma de conseguir que se tenha uma redugdo no uso desses
agrotoxicos € a utilizacdo de agentes de controle biolégico, sendo o fungo Trichoderma sp.
um dos mais promissores (BIZI, 2015; CANCELA, 2015; FIPKE, et al.,2015).

Véarios sdo 0s mecanismos utilizados por Trichoderma spp. no controle de
fitopatdgenos, sendo hiperparasitismo, antibiose e competicdo os mais conhecidos. Zucchi
(2010) relata que a atividade micoparasitica necrotrofica tem grande eficiéncia em inimeros
fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com estruturas de resisténcia consideradas
dificeis de serem atacadas por microrganismos, como esporos, esclerddios, clamiddsporos e
microesclerodios. Outro mecanismo importante dos biocontroladores é a producdo de
substancias bioativas volateis ou nao volateis que sdo capazes de impedir o desenvolvimento
de outros organismos de espécies diferentes (DIAS, 2011; CARVALHO FILHO, 2013;
MATOS et al., 2014).



Devido & importancia da cultura da mandioca e os problemas fitossanitarios existentes,
pesquisas voltadas a identificacdo dos agentes etioldgicos de doencas e seu controle sdo cada
vez mais necessarias. Por estes motivos, este trabalho teve como objetivos identificar os
agentes responsaveis pela podridao radicular da mandioca e avaliar a capacidade de isolados

de Trichoderma spp. em inibir o desenvolvimento de Fusarium sp.



3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1.. LOCAL DE EXECUCAO.

Os trabalhos foram conduzidos no laboratorio de Fitopatologia e de Fitopatologia
molecular, da Unidade Académica Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), da Universidade

Federal de Alagoas (UFAL)- Campus Delza Gitai, em Rio Largo, Estado de Alagoas.

3.2.2. COLETA DE SOLO E OBTENGCAO DOS ISOLADOS

As coletas de solo e raizes foram realizadas em areas produtoras de mandioca cv
rosinha, nos municipios de Campo Alegre, Sdo Sebastido, Arapiraca e Penedo no Estado de
Alagoas, que apresentavam problemas de podridao radicular. As amostras constaram de pelo
menos 5 sub-amostras coletadas (entre espacos de 3 até 10m e 5-15cm de profundidade),
homogeneizadas e ndo peneiradas, resultando numa amostra final de 100-150g. As amostras
foram acondicionadas em recipientes plasticos e mantidas em caixa de isopor durante as
viagens.

Para o isolamento dos microrganismos utilizou-se a técnica de diluicdo seriada,
conforme metodologia de Tuite (1969): 25g de cada amostra de solo foram homogeneizadas
manualmente e transferidas para Erlenmeyeres contendo 225mL de dgua destilada esterilizada
(ADE) com 5 gotas de Tween 10, para facilitar o desprendimento das estruturas dos isolados
das particulas de solo; e isolamento indireto das raizes que apresentaram sintomas da doenca
(ALFENAS et al., 2007).

Para o isolamento dos patdgenos, o material foi mantido sob agitacdo por 5 minutos,
posteriormente, 10 mL da suspensdo foi transferida para 90 mL de ADE (agua destilada
esterilizada) e agitada brevemente. A operacéo foi repetida até a diluicdo 108, Em seguida 1,0
mL dessa suspensdo foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata — 200 g, Dextrose — 20 g, Agar — 18 g e agua destilada — 1000 mL).

Para o isolamento de Trichoderma sp., as suspensdes das amostras de solo foi mantida
sob agitagdo constante por 30 minutos, seguida das diluicdes em ADE e transferéncia de
1,0mL das suspensdes, 102 e 10 para os meios de cultura BDA e EM- Extrato de Malte

(malte 20 g, agar 20 g e agua 1000 mL).



As placas foram mantidas em condiges ambiente (28+2°C), em regime de alternancia
luminosa e escuro para isolamento dos patdégenos e biocontroladores, respectivamente. Apds
sete dias, verificou-se o crescimento das colénias. Posteriormente, os isolados dos patdgenos e
de Trichoderma foram transferidos e preservados em BDA em temperatura ambiente.

Os isolados obtidos foram repicados para placas de Petri contendo meio BDA. Apés
sete dias, foram feitas observagdes em laminas para identificar as estruturas dos isolados. As
medicdes das estruturas propagativas foram realizadas através de imagens capturadas por
camera digital (Olympus 1X2-SLP) acoplada ao microscopio 6ptico com aumento de 400X,
projetada em monitor de computador, através do software Cellsenses Standard (SAMSUNG
SDC-415®). Foram efetuadas 50 medicOes de cada tipo de estrutura produzida.

3.2.3. TESTE DE PATOGENICIDADE E REISOLAMENTO

O teste de patogenicidade foi realizado, conforme Nascimento Janior (2015), em
raizes e em plantas de mandioca da cultivar rosinha, pois a regido onde foram coletados o solo
com problema de podriddo era desta variedade. As raizes foram lavadas com agua e sabao
liquido e depois desinfetadas com &lcool a 70%, durante 5 minutos, hipoclorito de sédio 2,5%
durante 3 minutos, e lavadas com ADE, duas vezes por 2 minutos. Apds o procedimento de
desinfestacdo, as raizes foram secas e postas em bandejas plasticas. A inoculacdo de cada
isolado foi realizada em raizes de mandioca com ferimento, usando perfurador de
aproximadamente 6,0 mm de diametro, retirando um disco do tecido vegetal e colocando
outro de meio de cultura BDA contendo micélio dos microrganismos isolados. Para a
testemunha, 0 mesmo procedimento foi realizado, sendo que o disco de BDA ndo continha
propagulo dos patdgenos.

As raizes inoculadas foram mantidas em cdmara Umida, preparadas com sacos
plasticos transparentes e um chumaco de algoddo hidréfilo umedecido com ADE, durante
48h. Apos este periodo, as raizes de mandioca foram avaliadas observando se apresentavam
sintomas da doenga, caracteristicos de cada patdgeno.

Para o teste de patogenicidade em plantas, manivas de mandioca cv. rosinha foram
semeadas em copos plasticos de 500mL contendo solo autoclavado. As manivas foram
previamente desinfestadas com alcool a 70%, durante 5 minutos, hipoclorito de soédio 3%, por

2 minutos, e lavadas com ADE duas vezes por 1 minuto.



Trinta dias ap6s o plantio, as plantas foram inoculadas com trés discos de BDA
contendo micélio dos fitopatdgenos sobre ferimentos previamente feitos na altura do caule das
plantas. Foram mantidos em camera Umida durante 72h.

As plantas que apresentaram sintomas tipicos da doenca foram utilizadas para o
reisolamento do patdégeno em placas de Petri contendo meio BDA, sob condi¢bes ambientais
a fim de confirmar a identidade do pat6geno.

3.2.4. AVALIACAO DO POTENCIAL DE BIOCONTROLE DE ISOLADOS DE
Trichoderma spp SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Fusarium sp.

Para avaliar o potencial de biocontrole dos isolados de Trichoderma contra Fusarium
sp., foram utilizados doze isolados de Trichoderma spp., obtidos dos pontos de coleta e trés
isolados disponibilizados pelo laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Alagoas.

Utilizou-se 0 método do pareamento, que consistiu em confrontar discos (5mm de
didametro) de meio de cultura contendo estrutura do patdgeno e o antagonista em uma Unica
placa de Petri contendo meio BDA, equidistantes entre si. Como testemunha, usou-se o
patégeno cultivado isoladamente. As placas foram mantidas por sete dias em temperatura
ambiente (28+2°C) e fotoperiodo de 12h.

O grau de antagonismo foi avaliado utilizando da escala de notas descrita por Bell et
al. (1982), que atribui notas de 1 a 5, a depender do micelial dos isolados de Trichoderma
sobre o crescimento micelial do fitopatégeno (Tabela 1) e também por meio do didmetro
ortogonal das col6nias com auxilio de um paquimetro WESTERN®Pro Digital Caliper. Para
o célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi aplicada a formula
proposta por Abbott (1925)!, citado por Nascimento Junior (2015), (Eq 1), sendo que o

periodo de avaliacao foi quando o patogeno atingiu o didmetro da placa na testemunha.

SABBOTT, W. S. A method of computing the effectiveness of an insecticide. Journal of Economic
Entomology, Lanhan, v. 18, p. 265-267, 1925.



O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 15
tratamentos e 4 repeticdes. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e teste de Tukey

de significancia a 5%.

Tabela 1. Escala de Bell et al. (1982)

Nota (1) - Trichoderma completamente crescido sobre o patégeno preenchendo toda placa;
Nota (2) - Trichoderma com crescimento de pelo menos 2/3 da superficie do meio;
Nota (3) - Trichoderma e patégeno ocupando cerca de 1/2 da superficie do meio cada um, nao

havendo nenhum dominio de um sobre o outro;

Nota (4) - Patégeno colonizando pelo menos 2/3 da superficie do meio e aparentemente sendo
impedido de crescer devido ao Trichoderma;

Nota (5) - Patogeno crescido sobre o Trichoderma preenchendo a superficie do meio.

PIC(%) = @ x 100 (Eq.1)

Em que: PIC- percentagem de inibicdo do crescimento micelial (%); T- testemunha em milimetro
(mm) e t- tratamento avaliado em milimetro (mm).

3.2.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS
3.2.5.1. Extracédo do DNA de Fusarium sp. e dos isolados de Trichoderma spp.

Discos de micélio de isolados de Fusarium sp. e de Trichoderma spp. foram
transferidos para Erlenmeyers com 30 mL de meio liquido sacarose-extrato de levedura-
asparagina (ALFENAS et al.,1991). Apds cinco dias, os micélios foram retirados e 0s
excessos do meio lavados com agua destilada esterilizada. Para extragdo, 200mg do micélio
de cada isolado foram transferidos para almofariz e refrigerados a — 80° C por cinco minutos.
Em seguida, os micélios foram macerados na presenca do tampdo de extracdo, conforme o
protocolo de extracdo CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide), segundo
DOYLE; DOYLE (1987).

Os micélios triturados foram transferidos para dois tubos de micro-centrifuga com
capacidade de 1,5 mL. Em seguida, adicionou-se 1 mL de tampé&o de extracdo (CTAB 4%,
NaCl 1,4M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, PVP 1%), 4 uLL de B-mercaptoetanol, e depois,



0s tubos foram mantidos em banho-maria a 65°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, onde foi adicionado 600 pL de CIA (cloroférmio: alcool isoamilico 24:1). Apos
centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, acrescentando —se 400 pL de

etanol absoluto.

O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e seco em temperatura ambiente e, em
seguida, ressuspendido com 40 puL de TE (Tris-EDTA; Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM) +
RNAse (10pg/mL). A qualidade do DNA foi estimada visualmente em gel de agarose 0,8%.
O material foi armazenado sob a temperatura de -20°C.

3.2.5.2. Amplificagdo do DNA e sequenciamento dos produtos de PCR

Os isolados obtidos foram amplificados com o gene que codifica para a regido ITS-
rDNA (Tabela 2).

Tabela 2. Descricao do primer utilizado para identificagdo dos géneros fungicos.

Gene Primer Sequencia (5’-3”) Referéncias

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS White et al., 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

As reacdes de PCR foram preparadas com tampédo 10X, MgCl, 50 mM, DNTP’s 10
mM, 10 uM de cada oligonucleotideo, 1U de Taq DNA Polimerase e 1uL de DNA diluido
(1:20). O volume final das reagdes foi ajustado para 60uL com agua Milli-Q autoclavada. As
reagOes de PCR ocorreram em termociclador Applied Biosystems (2720 Thermal Cycler) nas
seguintes condicdes para a regido ITS: desnaturacao inicial de 95°C por 2 min e 38 ciclos de
95°C por 1 min, 55°C por 30 s, 72°C por 45 s e um ciclo final de 10 min por 72°C. Em
sequida, o produto de PCR foi enviado, para purificacdo e sequenciamento com 0S mesmos

primers utilizados na amplificacdo, para Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).
3.2.5.3. Sequenciamento e Analises filogenéticas

O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul)

diretamente dos produtos de PCR purificados e posteriormente, comparadas com outras



sequéncias depositadas no Genbank (www.nchi.nlm.nih.gov/genbank), utilizando o programa
BlastN (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool), para a identificagdo preliminar da
espécie do fungo com maior porcentagem de identidade. Também foram comparadas com
sequéncias no banco de dados Q-Bank Fungi (http://www.q-bank.eu/fungi/) para determinar

0s géneros fungicos com os quais compartilhnaram maior identidade de sequéncia.

Alinhamentos maltiplos de sequéncias nucleotidicas foram preparados utilizando-se o
algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e ajustados manualmente no pacote MEGAG6
(TAMURA et al., 2013). Inferéncia Bayesiana foi realizada no web portal CIPRES (MILLER
et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos foi determinado usando MrModeltest 2.3 (POSADA,
BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC). Analises foram
rodadas para cada conjunto de dados por 10 milhdes de geracdes usando quatro cadeias e
amostrando a cada 1.000 geracGes, para um total de 10.000 &rvores. As primeiras 2.500
arvores foram descartadas como uma fase de burn-in. Probabilidades posteriores
(RANNALA; YANG, 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso majority-
rule gerada com as 7.500 arvores remanescentes. As arvores foram visualizadas e editadas nos
programas  FigTree v. 1.4  (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e  Inkscape
(https://inkscape.org/pt/).



https://inkscape.org/pt/

3.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1. IDENTIFICACAO DOS FITOPATOGENOS

Apos a diluigdo em série, foram identificados trés fitopatdgenos em nivel de género
como agentes causais da podridao radicular da mandioca,

O primeiro isolado apresentou micélio aéreo filamentoso, denso e cotonoso, formado
de hifas ramificadas, septadas, variando de branco ao creme, tornando-se levemente
avermelhado. Seu crescimento, em placas de 90mm com meio BDA, levou cerca de sete dias.
Em laminas feitas para observacdo das estruturas foram obervados macroconidios com 3-7
septos e tamanho variando de 27-60 pum x 3-5 pum e microconidios com e sem septos,
medindo 8-16 um x 2-4 um, de forma cilindrica a oval. Com auxilio da literatura
especializada e observacdo das estruturas, foi concluido que se tratava do género Fusarium,
pertencente ao complexo F. solani (Mart.) Sacc. (Figura 1 A).

O outro isolado encontrado apresentava miceélio inicialmente claro e depois chegando
até a cor negra. Seu crescimento em meio BDA, em placas de 90mm, levou em média quatro
dias. Os conidios mostraram-se escuros, cilindricos, esféricos ou sub-esféricos, lisos, em
cadeia, e a grande maioria sem septo, medindo 4,0-8,5 x 3,5-7,0um de comprimento e
largura, respectivamente. De acordo com as caracteristicas morfoldgicas observadas o agente
causal foi identificado como Neocytalidium lignicola Pesante, conforme descricdo de Ellis
(1971 Dematiaceous Hyphomycetes. CMI). Discricdo semelhante foi encontrada nos
trabalhos de Serra et al. (2009), Machado et al. (2014) e Hohenfeld, 2016. (Figura 1 B).

O terceiro fitopatdgeno apresentou crescimento micelial de aspecto felpudo e
coloracdo esbranquicada com hifas cenociticas e hialinas. As observacdes microscopicas
revelaram a presenca de esporangios com formatos piriformes e elipsoides, ndo papilados,
com dimensdes de 33,8-46,46 pm x 21,6-29,6 um. Os clamiddosporos foram raros e
apresentaram-se globosos e terminais. Segundo Cother, Griffin (1974), estes propagulos sdo
registrados apenas em alguns isolados de P. drechsleri. Outra caracteristica marcante foi a
formacdo de um halo no meio de cultura, visualizado por uma circunferéncia bem definida ao
redor do micélio. De acordo com as caracteristicas morfoldgicas observadas e comparadas

com a literatura especializada foi concluido que se tratava de Phytophthora sp. (Figura 1 C).



Todos esses fitopatogenos isolados e identificados sdo relatados como causadores

podrid&o de raiz em diversas culturas inclusive na mandioca.

Figura 1. Aspecto das coldnias e estruturas reprodutivas dos isolados de fitopatogenos
causadores de podriddo em mandioca: Fusarium sp. (A1-A6), Neoscytalidium sp. (B1-B6) e
Phytophthora sp. (C1-C6). Coldnia de Fusarium sp. (Al); conidios (A2); ceélula
conidiogénica (A3-A6). Colonia de Neoscytalidium sp. (B1); Conidios (B2-B6). Colbnia de
Phytophthora sp (C1); Esporangio (C2); Clamidosporos (C3 E C4); Esporangios (C5) e
Esporéangios em reproducéo (C6).

Fonte: SILVA e NASCIMENTO JUNIOR; (2016).

3.3.2. IDENTIFICAQAO DOS BIOCONTROLADORES

Foram obtidos doze isolados de Trichoderma spp. que apresentaram crescimento
micelial esbranquicado que originou rapidamente conidiéforos hialinos, agregados e muito
ramificados, ndo verticiliados, fialides simples ou em grupos. Conidios unicelulares, ovoides,
com paredes lisas ou asperas produzidos em pequenos clusters terminais, de coloracdo verde
ou hialinos se espalhando rapidamente sobre a superficie da colénia, medindo 3,8-4,0 x 3,1-

3,7 um, caracteristicas de espécies de Trichoderma (Figura 2).



Figura 2- Aspecto da col6nia e estruturas reprodutivas do isolado T6 de Trichoderma spp.
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Fonte: SILVA; AMORIM (2016)

3.3.3- PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS

Nos testes realizados em raizes, ap6s 5 dias da inoculacdo foram observados sintomas
iniciais de podriddo, que variaram de consisténcia de acordo com o isolado: algumas
apresentavam aspecto seco e crescimento cotonoso de coloracdo esbranquicada, outras
apresentavam tecidos desintegrados e consequente podriddo mole, com odores muito fortes,
semelhantes ao de matéria organica em decomposicdo e mostraram uma coloracdo
acinzentada e em outras a podrid&o tinha a coloracéo negra (Figura 3).

Foram realizados reisolamentos em meio BDA e os materiais apresentaram as mesmas
caracteristicas, confirmando, desta forma, que 0s microrganismos causadores das podriddes
radiculares em mandioca cv rosinha foram Fusarium sp. (podriddo seca), Phytophthora sp.
(podridao mole) e N. lignicola (podriddo negra) que foi com bases no sequenciamento de
regibes gendmicas foi reclassificado para Neoscytalidium hyalinum. (MACHADO et al. 2014
e HOHENFELD, 2016)

Os isolados também mostraram-se patogénicos as plantas em desenvolvimento. Apds
10 dias, as plantas que receberam ferimento no caule e foram inoculadas com um disco
contendo micélio, apresentaram lesdes caracteristicas de podriddo na regido do colo,
conforme pode ser observado na Figura 3.

De acordo com Alves e Silva (2003), os mais importantes agentes causadores da

podriddo radicular em mandioca sdo Phytophthora sp. e Fusarium sp., causando podridfes



moles e secas nas raizes, respectivamente.

O fungo N. hyalinum tem sido descrito também como um importante patégeno na
cultura da mandioca causando a podriddo negra em raizes e caule. A presenca deste patdgeno
no Brasil foi verificada pela primeira vez no estado de Pernambuco e, em seguida, nos estados
do Para, de Alagoas e do Maranhdo (LARANJEIRA et al., 1994; POLTRONIERI et al.,
2002; MUNIZ et al., 2006; SERRA et al, 2009; MACHADO et al. 2014 e HOHENFELD,
2016).

Figura 3. Plantas e raizes de mandioca cv rosinha apresentando sintomas de podridao apds
inoculacdo: sintomas de les@o no caule, clorose e murcha nas folhas (Al e A2) e podriddo
seca na raiz (A3 e A4), causadas por Fusarium sp.; murcha e seca das folhas (B1 e B2),
podriddo negra no caule e na raiz (B3 e B4), causadas por Neoscytalidium sp.; lesbes no
caule, murcha e morte da planta (C1 e C2), crescimento cotonoso na raiz (C3) e podriddo

mole com degradacdo da parede (C4) causadas por Phytophthora sp.
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Fonte: SILVA; NASCIMENTO JUNIOR (2016)



3.3.4. AVALIACAO DA ACAO DOS ISOLADOS de Trichoderma sp. SOBRE O
CRESCIMENTO MICELIAL DE Fusarium sp.

A partir dos resultados obtidos pela escala adotada, verificou-se que aos sete dias, 0s
15 isolados de Trichoderma spp. ja provocaram algum grau de inibicdo no crescimento
micelial do fitopatdgeno (Figura 4). Apos 14 dias foi verificado que os isolados (T1; T2; T3;
T5; T6; T9 e T15) obtiveram alta atividade de biocontrole (notas 1) e os isolados (T4; T8;
T10; T12 e T14) apresentaram bom desempeno (notas 2). Ja os isolados T7 e T13 foram os
que obtiveram menor desempenho em sua atividade de biocontrole, ou seja, menor nota entre

todos (Figura 5).

Figura 4. Confronto entre os isolados de Trichoderma spp. e Fusarium sp.: testemunha (TO);
isolados de Trichoderma spp. na posi¢éo superior de cada placa (T1-T15).




Fonte: SILVA e NASCIMENTO JUNIOR (2016)

Figura 5. Notas atribuidas aos isolados de Trichoderma spp. avaliadas ap6s 0 pareamento.
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*Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Vérios pesquisadores corroboram com os resultados observados neste trabalho.
Estudos semelhantes realizados por Hoffmann et al., (2015) concluiram que dos 15 isolados
por ele testados no controle de Fusarium sp., mais de 80% dos isolados inibiram
completamente o crescimento micelial do fitopatdgeno. Os resultados obtidos por Da Silva et.
al., (2011); Pereira (2013) indicaram um grande potencial de inibicdo de crescimento micelial
de F. solani por espécies de Trichoderma spp. Souza et al. (2015), também relatam que
Fusarium sp. e Bipolaris sp., tiveram seu crescimento fortemente inibido pelos isolados de
Trichoderma spp. Outros trabalhos realizados por Bomfim et al., (2010); Dias (2011);
Lazarotto et al., (2012); Santos et al., (2012); Marques et al., (2014), obtiveram resultados
promissores apresentando de bom a 6timo desempenho, no que diz respeito a inibi¢cdo do
crescimento micelial de fitopatdgenos por eles testados.

No teste de confronto, os isolados que foram classificados como excelentes (T1; T2;
T3; T5; T6; T9 e T15) e bons (T4; T8; 10; T11l; T12 e T14) no potencial de biocontrole,
detinham a maior velocidade de crescimento e colonizaram placas com meio BDA entre trés a
quatro dias de incubacgéo, tendo um crescimento de aproximadamente 30mm e 22,5mm/dia,
respectivamente. Os isolados classificados como moderados (T7 e T13) colonizaram as placas
em cinco dias e foram os que tiveram menor velocidade de crescimento 18,2mm/dia. Dentre

todos os isolados 0 T15 foi o que colonizou a placa de Petri com meio de cultura BDA em



apenas dois dias, tendo uma velocidade de 44,7mm/dia, além de modificar a cor do meio,
esporular no terceiro dia. De acordo com Michereff et al . (1993), a velocidade de
crescimento apresentada por Trichoderma spp., tem motivado a utilizacdo deste
microrganismo como agente de biocontrole.

As relagbes desarmdnicas, ocorridas entre os isolados de Trichoderma spp. e o
patdgeno, foram observadas desde a velocidade de crescimento, comprovando a sua alta
capacidade de assimilacdo de nutrientes, e no momento do confronto entre o micélio do
biocontrolador e patdgeno, pois era possivel visualizar desde halos de inibicdo (antibiose) a
mudanca na coloracdo na linha de contato entre eles, isso devido a agdo de hiperparasitismo
ou micoparasitismo.

Outra peculiaridade observada nos isolados de Trichoderma spp., utilizados neste
trabalho foi que além de apresentarem as caracteristicas de um bom competidor, alguns
isolados modificaram a cor do meio de cultura, sugerindo assim que eles produziam
metabolitos (Figura 6). Dentre os isolados que alteraram a coloragcdo do meio, destacam-se 0s
isolados T2; T3; T10 e T13 que s6 manifestavam essa caracteristica quando entraram em
contato direto com o fitopatdgeno. A cor do meio variou entre tons de vermelho, amarelo e
cinza como constam na Figura 6.

O confronto possivelmente acionou as defesas do fitopatdgeno que como resposta
liberou substancias bioativas na tentativa de conter acdo hiperparasitica do antagonista. Em
contrapartida também esta reacdo estimulou o biocontrolador a ativar seus bioativos de
defesa. Os isolados de Trichoderma spp. estudados apresentaram caracteristicas de
competicdo, hiperparasitismo (estrangulamento e degradacéo de hifas) e antibiose (liberagédo
de enzimas que hidrolisam a estrutura dos tecidos do fitopatdgeno). Estes aparato fisico e
guimico, normalmente faz extravasar o contetdo celular que possivelmente pode ter alterado

0 pH, condicionando assim a mudanca da cor do meio e/ou producdo de metabolitos.



Figura 6. Producdo de metabolitos por isolados de Trichoderma spp. confrontados com
Fusarium sp.: isolado de Fusarium sp (TO0); isolados de Trichoderma spp. na posi¢éo superior
de cada placa (T2-T15).

Fonte: SILVA e NASCIMENTO JUNIOR (2016).

Firn; Jones (2003) comprovaram em suas pesquisas, que a producdo de metabolitos
secundarios estd relacionada a coloragdo obtida pelo desenvolvimento do fungo no meio.
Demain (2000) afirma que a maioria das pesquisas de novos compostos antibiéticos
consistem em modifica¢fes quimicas de antibidticos naturais, ou seja, pela via semi-sintética
ocorridas e observadas nos biocontroladores e a cor € um dos sinais desta producédo. Santin,
(2008) e Zucchi (2010) comentam que Trichoderma spp., possuem caracteristica de
micoparasita capazes de detectar e localizar hifas de fungos suscetiveis, crescendo em sua
direcdo presumivelmente em resposta a estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira,
formando estruturas semelhantes a apressorios e enrolando-se em toda a sua extensdo para,
entdo, penetrar e digerir a hifa. Algo semelhante é relatado por Silva et al., (2013) que
comentam, que as ac¢Oes de biocontrole usadas por este microrganismo s6 ocorreram quando
Trichoderma spp., entrou em contato direto com o fitopatdégeno crescendo sobre ele.

Nascimento et al., (2014) verificaram algo semelhante em seu trabalho com
prospeccao de fungos da caatinga produtores de antibi6ticos, quando detectou que meio pobre
em nutrientes (aveia) estimula a esporulacdo e mudanca da cor do meio, deste modo, ha



producdo de metabolitos secundarios como forma de sobrevéncia. Os isolados que liberavam
metabolitos, testados pelos autores obtiveram eficiéncia de controle de 86,36% e
apresentaram atividade contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os autores
comentam ainda que estes metabolitos sdo sintetizados por meio de uma série de reacdes
bioguimicas que ocorrem nas células, onde o resultado é a sintese de um produto que favoreca
a sobrevivéncia e induz o fungo a produzir substancias de defesa para vencer a concorréncia
na obtencdo de alimento.

Quanto a capacidade de inibicdo de crescimento micelial de Fusarium sp., promovida
por isolados de Trichoderma spp., pdde-se, observar que os isolados que proporcionaram
maior percentual de inibi¢do foram T4 e T6, seguido do T15 com mais de 70%. No entanto
ndo diferiram de T1, T2, T3, T5, T8, T9, e T11. O segundo melhor resultado foi obtido por
T10 com aproximadamente 60% mas nao diferiram de T1, T2, T3, T5, T8, T9, T11 E T15. Os
isolados T12 e T13 proporcionaram terceiro melhor percentual de inibicdo com
aproximadamente 58% e ndo deferiram de T1, T2, T3, T5, T8, T9, T10, T11 E T14. O menor
percentual de inibicdo foi proporcionado pelo isolado T7 com pouco mais de 45%, porém nao

diferindo estatisticamente do isolado T14 (Figura 7).

Figura 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de Fusarium sp. em cultivo
pareado com isolados de Trichoderma spp.
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Os resultados obtidos neste trabalho comprovaram a capacidade de biocontrole de
todos os isolados de Trichoderma spp., em inibir o crescimento micelial de Fusarium sp. A
taxa de inibicdo variou de 47,5% (isolado T7), que teve menor desempenho a 72,8% (isolado
T4) que teve 0 melhor desempenho.

Observa-se que os isolados T7 e T14, que obtiveram as menores notas (3) na escala de
Bell (1982), obtiveram um percentual de inibicdo de 47,5% e 58,9% respectivamente. Os
isolados T4, T8, T10, T12, e T14, que tiveram uma boa nota (2), os percentuais de inibicao
foram 72,8%, 65%, 60%, 59,4%, e 58,9%. Ja os isolados T1, T2, T3, T4, T5, T6, T9, T1l e
T15 com excelente nota (1), inibiram 64,4%, 68,1%, 69,4%,72,8%, 68,3%, 72,5%, 66,7%,
66,1% e 71,4%. Notou-se que todos os isolados de Trichoderma spp., testados foram capazes
de causar inibic¢do do fitopatdgeno com eficiéncia que variaram de 47,5% a 72,8%. Apenas 0
isolado T7 teve eficiéncia inferior a 50%. Portanto 93,34% dos isolados de Trichoderma spp.
testados inibiram a crescimento micelial de Fusarium sp.

Notou-se ainda, que o isolado que teve maior taxa de inibigdo néo teve a melhor nota
na escala de Bell (1982), isso possivelmente ocorreu devido a alguns isolados de Trichoderma
spp., liberarem substancias volateis e ndo volateis que sdo capazes de inibir o crescimento do
fitopatdgenos. Dos Santos (2008); Aguiar et al.,(2013) e Maciel et al., (2014) justificam este
fato ao relatarem em seus trabalhos, a eficiéncia de inibigdo do crescimento micelial de F.
oxysporum quando exposto a metabolitos volateis e ndo volateis produzidos pelos isolados de
Trichoderma spp.

Resultados obtidos por Kwon Chung e Bennett, (1992), corroboram com os dados
deste trabalho, pois dentre os isolados que apresentaram notas excelentes e boas na escala de
Bell (1982), tiveram maior percentual de inibi¢do (PIC), producdo de metabolitos e mudanca
da cor do meio entrando em contato com o patdgeno ou em seu desenvolvimento no meio
(Figura 7). Os isolados T5; T6 e T15 alteravam todo o meio de cultura, demonstrando assim
sua capacidade de producdo de metabolitos ou mudanca de pH do meio como possivel
condicéo basica para sua colonizagdo (Figura 6).

Outra explicagdo pode ser dada em relacéo ao tipo de caracteristica observavel: a PIC
estd relacionada com percentual de crescimento do fitopatdgeno confrontado com o
biocontrolador. Entdo, o isolado de Trichoderma spp., que obteve maior crescimento micelial
na placa, obteve a maior PIC. Na escala de Bell et al. (1982) a relacdo estd mais voltada ao

tipo de interagdo existente entre biocontrolador versos fitopatdgeno, ou seja, se fitopatdgeno



ocupar maior diametro de crescimento na placa, e mesmo assim o biocontrolador conseguisse
crescer e esporular sobre o fitopatdgeno, o isolado teria a melhor nota na escala, mesmo tendo
uma PIC menor. Silva (2013) relata em seu trabalho que Neoscytalidium sp., foi bastante
competitivo ao ser confrontado com Trichoderma sp., porém no momento em que as hifas se
tocarem na placa de petri, o isolado de Trichoderma spp., sobrepds a col6nia do patdgeno.
Seguindo a mesma linha de raciocinio, a nota na escala de Bell (1982) para o isolado de
Trichoderma spp., seria excelente (1), mas o didmetro de crescimento do fitopatdgeno na
placa seria maior, por tanto a PIC seria menor. Resultados semelhantes foram encontrados nos
trabalhos de Lazarotto et al. (2012) e Santos et al, (2012) trabalhando com isolados de
Trichoderma spp, Fusarium sp e F. solani, também encontra resultados semelhantes

utilizando T. paradoxa.

3.3.5 Caracterizagdo molecular dos isolados
3.3.5.1 Amplificacdo do DNA, purificagdo e sequenciamento dos produtos da PCR

O produto da amplificagdo da PCR com os primers ITS1 e ITS4 resultou num
fragmento de aproximadamente 550 pares de bases (pb). A analise filogenética baseada nas
sequéncias génicas da regido ITS do DNA do isolado, usando o método de ‘‘maximum
Likelihood Tree’> com base em 1000 réplicas de “bootstrap”, revelou com 100% de
confiabilidade que o isolado pertence ao genero Fusarium e 99% similar com a sequéncia de
Fusarium falciforme depositada no GenBank (CBS128812) (Figura 8).

Os resultados sdo aceitaveis para conclusdao em nivel de espécie, pois, o valor de
similaridade encontrado foi 99%. MENEZES et al.,(2010); concluiram em seu trabalho que o
sequenciamento da regido ITS foi um eficiente método para identificacdo e separacdo de

isolados de Fusarium spp., e também de Trichoderma spp.



Figura 8 — Arvore filogenética baseada na regido ITS do DNA de Fusarium sp, construida
usando o método de ‘‘maximum Likelihood Tree’’. O isolado Fusarium redolens 6VVBY3
foi utilizado como “outgroup”. A barra de escala representa mudanca de 0,04 e valores de

suporte de bootstrap de 1000 repeti¢Oes séo apresentados nos ramos.
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Portanto podemos afirmar que a partir da regido genémica estudada e arvore
filogenética formada o isolado de FUS se trata de F. falciforme e ndo de F. solani como
esperado. Sendo assim o primeiro relato desta espécie causando podriddo em raiz de

mandioca.

Vaérios autores descrevem Fusarium solani, como agente causal da doenca e relatam
também que isolados F. verticillioides e F. oxysporum causam a podriddo da raiz da
mandioca, mas nenhum dos autores pesquisados neste trabalho mencionam a ocorréncia
espécie F. falciforme como agente causal da podriddo em mandioca. FUKUDA, 1991;
MASOLA; BEDENDO, (2005); BANDYOPADHYAY et al., (2006); HOHENFELD, (2016).

Uma explicacdo logica se deve ao fato que o conceituar espécie, se baseando em
caracteres morfoldgicos, patogenicidade de hospedeiro e formae speciales, pode néo refletir a
real diversidade de espécies e populagdes, podendo assim omitir a variabilidade genética e as



verdadeiras relacdes filogenéticas, espécies bioldgicas, variedade de hospedeiro e distribuigcdo
geografica desses patogenos (O’DONNELL; GRAY, 1995; BAAYEN et al., 2000;
O’DONNELL, 2000).

O’Donnell, (2000); O’Donnell et al., (2008) e Nalim et al.(2011) evidenciaram,
através da andlise da filogenia molecular, que F. solani engloba varias espécies filogenéticas
distintas. Dessa forma, atualmente, refere-se na literatura a esse grupo de fungos como
Fusarium solani species complex- FSSC. Espécies deste complexo apresentam
comportamento reprodutivo com populacdes homotalicas e heterotalicas. Cardoso (2015) ao
fazer caracterizacdo filogenética, descobre outros isolados de Fusarium que causavam

podriddo do colo do maracujazeiro.

Vaz, (2013) ressalta que muitas espécies do complexo Fusarium solani ocorrem de
forma saprofitica e em seu trabalho com pimenta-do-reino, mais da metade dos isolados
obtidos com sintomas de fusariose ndo pertenciam ao agente etiolégico da doenca,
evidenciando assim claramente que apenas a identificacdo morfoldgica é ineficiente para
diagnosticar a doenca, pois estirpes patogénicas e ndo patogénicas podem surgir na natureza

provavelmente devido ao fluxo genético existente entre eles.

CHEHRI et al. (2015), relatam que membros do complexo de espécies Fusarium
solani foram encontrados ndo s6 causado infec¢fes em plantas, mas também em animais e
humanos. No entanto, o status taxonémico deste complexo ainda € muito confuso e muitas
novas espécies, bem como linhagens s6 foram esclarecidas recentemente. Os mesmos autores
utilizaram regiGes genémicas espacadoras internas transcritas (ITS) e sequéncias de fator de
alongamento de traducdo parcial (TEF-la) e concluiram que isolados descritos
morfologicamente como isolados de Fusarium solani na verdade se tratava de Fusarium
keratoplasticum e de Fusarium falciforme e se agruparam no mesmo clado com 95% de
similaridade. A filogenia molecular com base nestas regides confirmaram que todas as
estirpes formaram um grupo monofilético. NALIM, et al. (2011) encontraram resultados
semelhantes ao trabalhar com peritécio de Nectria sp., isolados de solo de regides tropicais, e

acrescentaram novas espécies de Fusarium no complexo solani.

HYDE, (2014) verificou também que dentro do complexo F. solani foram encontradas
além dos citados acima F.ambrosium. F. phaseoli, F. virguliforme, F.dimerum, Fusarium spp.
utilizando os primers de ITS (ITS1 e ITS5) e RPB (RPB1 e RPB2). O’DONNELL et al.



(2010) ao estudar regides gendmicas descobriram um elevado nimero de loci e que o
complexo solani FSSC é composto por, pelo menos, 40 espécies filogeneticamente distintas,
que antes eram desconhecidas por causa da semelhanca morfoldgica. O'Donnell et al., (2013)
comentam que esta ultima regido é bastante informativa e concatenada com a ITS aumentam a

confiabilidade na determingéo das especie de Fusarium spp. no complexo solani.

Quanto aos isolados de Trichoderma spp., os isolados T2 e T3 foram fornecidos pela
Embrapa Meio Ambiente- Jaguariuna-SP e identificados como Trichoderma harzianum, ja os
isolados T5, T6 e T15 que apresentaram melhor nota na escala de Bell et al., (1982) possivel
producdo de metabolitos secundarios, bem como os que tiveram melhor taxa de inibicdo de
Fusarium sp., foram submetidos a extragdo de DNA e sequenciamento para posterior

identificacdo molecular e a analise filogenética.

A arvore filogenética gerada a partir das sequéncias dos genes ITS1 e ITS5 do rDNA,
apresentou dois grandes Clados com suporte de 100%. Estes clados foram classificados como
A, que apresentou 0 maior nimero de ramos e também agrupou os isolados T5 e T6 e B, onde

ficou agrupado o isolado T15 (Figura 9).

Observando a arvore podemos verificar que T6 agrupou-se no clado A e apresentou
99% de suporte onde estdo sequéncias de Trichoderma harzianum e Hypocrea lixii sua forma
teleomorfica (sexuada) com 95% de similaridade, confirmando entdo que o isolado em

questdo seja Trichoderma harzianum.

O isolado T5 também apresentou suporte de 99%, igual ao de isolado T6, agora
identificado como T. harzianum e sua similiaridade se deu com isolado de Trichoderma
citrinoviride com suporte de 94%, afirmando assim que o isolado seja da mesma espécie.
Mais recentemente as formas teleomorficas Hypocrea lixii, H. atroviridis, T. harzianum e T.
atroviride , foram descobertas e comprovadas através da analise do DNA (CHAVERRI et. al.,
2003; DODD et al., 2003).



Figura 9 — Arvore filogenética baseada na regido ITS do DNA de Trichoderma spp.,
construida usando o método de ‘‘maximum Likelihood Tree’’. O isolado de Fusarium
falsiforme CBS 128812 foi utilizado como “outgroup”. A barra de escala representa mudanca

de 0,02 e valores de suporte de bootstrap de 1000 repeti¢Oes sdo apresentados nos ramos.
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O isolado T15 se agrupou no clado B, onde apresentou suporte de origem de 100%,
mas sua similaridade no ramo em que o isolado foi agrupado foi mais baixa. No entanto, o
mesmo apresentou similaridade de 95% com Trichoderma orientale. Devido a sua
similaridade podemos sugerir a espécie deste isolado como a mesma espécie que ele foi

agrupado na arvore filogenética.

Trabalho semelhante foi realizado por Carvalho Filho (2013), que ao analisar a
mesma regido gendmica, relata que a regido ITS é suficiente para identificar isolados de
Trichoderma spp., comparando sequéncias depositadas no NCBI GeneBank. CORABI-
ADELL (2005), estudando a filogenia usando a mesma regido, também corrobora com
resultados encontrados neste trabalho, ao identificar os isolados de Trichoderma spp usando a
regido transcrita. REYES-FIGUEROA (2016), também conseguiu identificar em nivel de



espécie seus isolados de Trichoderma spp, apenas com esta regido e com suporte em arvore
com escore mais baixos que o0s encontrados neste trabalho. MENEZES et al.,(2010)
concluiram que o sequenciamento da regido ITS foi um eficiente método para identificacéo e
separacdo de isolados de Trichoderma spp. LIMA- LUZ, (2012) corrobora com os autores
acima citados ao concluir a eficiéncia na identificacdo de isolados de Trichoderma spp.
oriundos de solos agricolas do Norte do Maranhao.

Samuels (2004), em seu estudo ndo identificou alguns isolados a nivel de espécie,
devido ao fato desta regido ser muito conservada. Por este motivo os isolados que ndo foram
identificados tiveram outra regido gendémica sequenciada (EF1 — Translation elongation) e
concatenadas com a regido transcrita para identificar a espécie destes isolados. Jaklitsch
(2015), relata que a regido RPB1 e RPB2 também sdo regifes que apresentam elevado
namero de loci e que da também um grande suporte pra identificacdo molecular de isolados

de Trichoderm spp. e de sua forma Teleomorfica.

Sanchez e Rebolledo (2010), comentam que as pesquisas voltadas a biologia
molecular com Trichoderma ainda sdo muito escassas e que apartir do estudo realizado por

ele com a regido ITS foram descritas quatro novas especies.

As arvores filogenéticas geradas mostraram que os isolados foram identificados
corretamente, uma vez que, 0s grupos resultaram em ramos contendo individuos pertencentes
a suas respectivas secoes e espécie, com seu alto grau de similaridade e suporte nos clados e

NoS ramos.

3.4. CONCLUSOES

Os fungos Fusarium falciforme, Neoscytalidium sp. e 0 oomiceto Phytophthora sp. sdo
agentes causais da podriddo radicular da mandioca cv Rosinha no estado de Alagoas.

As espécies de Trichoderma capazes de controlar F. falciforme sdo T. harzianum (T2,
T3 e T6), T. citrinoviride (T5) e T. orientale (T15)

Todos os isolados de Trichoderma spp. testados foram capazes de inibir o crescimento
micelial do F. falciforme.

Os isolados de Trichoderma sp., T2; T3; T5; T6; T10; T13; T15 produzem substancias
bioativas capazes de alterar a cor do meio e favorecer a atividade de biocontrole sobre



Fusarium falciforme, sendo que os isolados testados T2; T3 apresentam rea¢do mais rapida de
biocontrole, seguidos dos isolados T6; T5 e T15 respectivamente
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4.EFEITO DE Trichoderma spp. SOBRE O CRESCIMENTO DE
Fusarium falciforme e ATIVIDADE ENZIMATICA DE Trichoderma

spp.

RESUMO

A antibiose, a producdo de substancias bioativas e a excrecdo de enzimas capazes de
impedir o desenvolvimento ou resultar na completa lise e dissolucdo da estrutura
celular, independente do contato fisico. Estes metabdlitos mesmo em baixa
concentracdo interferem nas atividades biologicas, na reducdo ou paralisacdo do
crescimento e esporulacdo, reducdo na germinacao de esporos, além de distorcdes na
hifa e enddlise. O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de
Trichoderma spp. em inibir o desenvolvimento de Fusarium falciforme e detectar o
indice enzimatico dos isolados de Trichoderma spp. (T2; T3; T5; T6 e T15) e de F.
falciforme, agente causal da podrid&o radicular da mandioca de mesa var. Rosinha. Para
obtengéo dos extratos foram utilizados meio BD com crescimento micelial dos isolados
de Trichoderma spp. que foram centrifugados (duas vezes) durante 15 minutos a
4000rpm. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto. Utilizou-se ainda, o extrato
térmico (100°C) e extrato autoclavado (120°C a latm, durante 15 minutos). Para
deteccdo do indice enzimatico foram utilizados isolados de Trichoderma spp. e de F.
falciforme, cultivados em meios de culturas especificos para cada enzima. Os extratos
brutos de T. harzianum (T2, T3 e T6), T. citrinoviride (T5) e T. orientale (T15) sdo
eficientes em inibir o desenvolvimento de Fusarium falciforme, sendo o extrato bruto a
50°C, o0 que proporcionou a maior porcentagem de reducdo de crescimento micelial
(85%), seguido do extrato a 100°C (59%) e 121°C (40%). As espécies de T. harzianum
(T2, T3 e T6), T. citrinoviride (T5) e T. orientale (T15) bem como o isolado de F.
falciforme produziram as enzimas amilase, celulase, gelatinase, lipase, protease e
quitinase. As espéceis T. harzianum (T3 e T6) e T. citrinoviride (T5) apresentaram o
maior desempenho na producédo das enzimas.

Palavras - Chave: Bioativos, Biocontrole, fitopatdgeno, antagonismo.



ENZYMATIC ACTIVITY OF ISOLATES OF Trichoderma spp E
EFFECT ON THE DEVELOPMENT OF Fusarium sp

ABSTRATIC

The antibiosis, the production of bioactive substances and the excretion of enzymes
capable of impeding the development or result in the complete lysis and dissolution of
the cellular structure, independent of the physical contact. These metabolites even in
low concentration interfere in biological activities, in the reduction or paralisation of
growth and sporulation, reduction in spore germination, besides distortions in the hypha
and endolysis. The objective of this work was to evaluate the capacity of Trichoderma
spp. In inhibiting the development of falciform Fusarium and to detect the enzymatic
index of the isolates of Trichoderma spp. (T2, T3, T5, T6 and T15) and F. falciformis,
causal agent of root rot of cassava var. Rosinha. To obtain the extracts were used BD
medium with mycelial growth of the isolates of Trichoderma spp. Which were
centrifuged (twice) for 15 minutes at 4000 rpm. The supernatant was used as crude
extract. The thermal extract (100 ° C) and autoclaved extract (120 ° C at latm, for 15
minutes) were also used. Trichoderma spp. Isolates were used to detect the enzymatic
index. And S falciform, cultured in culture media specific for each enzyme. The crude
extracts of T. harzianum (T2, T3 and T6), T. citrinoviride (T5) and T. orientale (T15)
are efficient in inhibiting the development of falciform Fusarium, the crude extract
being at 50 ° C, which provided The highest percentage of mycelial growth reduction
(85%), followed by the extract at 100 ° C (59%) and 121 ° C (40%). The T. harzianum
(T2, T3 and T6), T. citrinoviride (T5) and T. orientale (T15) species as well as the F.
falciform isolate produced the enzymes amylase, cellulase, gelatinase, lipase, protease
and chitinase. The species T. harzianum (T3 and T6) and T. citrinoviride (T5) showed

the highest performance in the production of the enzymes.

Keyword: Bioactive, Biocontrol, plant pathogens, antagonism.



4.1. INTRODUCAO

Um dos mecanismos importantes dos biocontroladores € a producdo de
substancias bioativas volateis ou ndo volateis que sdo capazes de impedir o
desenvolvimento de outros organismos de especies diferentes (DIAS, 2011;
CARVALHO FILHO, 2013). A produgdo de metabolitos por organismos
biocontroladores pode resultar na completa lise e dissolucdo da estrutura celular e
independe do contato fisico entre os microrganismos (BETTIOL, 1991). Carvalho
(2006), afirma que a capacidade de produzir substancias biocontroladoras pode variar
entre espécies de patdgenos e/ou de isolados da mesma espécie.

Segundo Bomfim (2007) e Souza, (2013), o biocontrolador sera bem sucedido se
capaz de romper a parede celular (composta por carboidratos, tais como quitina, além de
proteinas e lipidios em quantidades significativas) do fitopatdgeno ou interromper 0s
processos relacionados a sua sintese e muitos agentes de biocontrole sdo capazes de
secretar essas enzimas. Portanto, a producdo de enzimas que hidrolisem os
componentes da parede celular dos fitopatdgenos, particularmente quitinases e
glucanases, se faz importante para o processo de biocontrole. Varios sdo 0s mecanismos
utilizados por Trichoderma spp. no controle de fitopatdgeno, sendo hiperparasitismo,
antibiose e competicdo os mais conhecidos.

A secrecdo de substancias organicas antibioticas produzidas por microrganismos
que em baixa concentracdo interferem nas atividades metabdlicas, na reducdo ou
paralisacdo do crescimento e esporulacdo, reducdo na germinacdo de esporos, além de
distorcdes na hifa e endolise, ou seja, sdo deletérias a outros organismos, quer de acdo
especifica ou de amplo aspecto de acdo sdo importantes artificios para eficiéncia do
antagonista (LOBO JUNIOR; ABREU, 2000; BOMFIM , 2007; SOUZA, 2013).

Lobo Junior; Abreu, (2000), afirma que antibioticos sdo produtos do
metabolismo secundério de seus produtores, e podem ser mais importantes na inibigdo
de outros organismos do que a competi¢cdo por nutrientes. A producdo de metabdlitos
por antagonistas no solo ainda n&o é bem esclarecida, e baseia-se ainda em suposicoes.
Evidéncias indicam que varias destas enzimas atuam em sinergismo com outras enzimas
hidroliticas para lisar a parede celular dos fitopatégenos hospedeiros (CARVALHO,
(2006).

O micoparasitismo é um processo complexo, no qual enzimas liticas secretadas

pelos fungos, como proteinases, quitinases e glucanases, estdo envolvidas no processo



de penetracdo na parede celular do hospedeiro (ETHUR, 2006; CARVALHO, 2006;
BARRA, et al., 2008; AMORIM et al. 2011; DIAS, 2011; CARVALHO FILHO, 2013;
SOUZA, 2011). O processo de destruicdo fisica da parede celular pode ser fisico ou
metabolico com digestdo por enzimas hidroliticas de hifas, estruturas de reproducéo e
sobrevivéncia dos patdgenos de planta, reduzindo a infeccdo e o in6culo do patdégeno
(ETHUR, 2006). Carvalho, (2006), diz de forma esclarecedora que 0 microorganismo
antagonista vive sobre ou dentro do fungo antagonizado e que dentre as vérias etapas a
que merece destaque € a liberacdo das exoenzimas cuja funcdo supracitada
anteriormente. Zucchi (2010) relata que a atividade micoparasitica necrotrofica tem
grande eficiéncia em inumeros fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com
estruturas de resisténcia consideradas dificeis de serem atacadas por microrganismos,
como esporos, esclerddios, clamidosporos e microesclerodios.

Assim sendo o objetivo principal desse trabalho foi avaliar a capacidade de
isolados de Trichoderma spp. em inibir o desenvolvimento de Fusarium falciforme e
detectar o indice enzimético dos isolados de Trichoderma spp. (T2; T3; T5; T6 e T15) e
de F. falciforme, agente causal da podriddo radicular da mandioca de mesa (Manihot

esculenta Crantz) var. Rosinha.



4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1.. LOCAL DE EXECUCAO.

Os trabalhos foram conduzidos no laboratorio de Fitopatologia da Unidade
Académica Centro de Ciéncias Agrérias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL) - Campus Delza Gitai, em Rio Largo, Estado de Alagoas.

42.2. EFEITO DO EXTRATO DE Trichoderma spp. SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE Fusarium falciforme.

Para obtencdo do extrato bruto de Trichoderma, os cinco isolados que
apresentaram melhor nota na escala de Bell et al., (1982) e possivel producdo de
metabolitos secundarios devido a mudanca de cor do meio, bem como os que tiveram
melhor taxa de inibicdo de Fusarium sp., foram usados para o preparo dos extratos.

Cinco discos de BDA (5mm) contendo micélio de Trichoderma (T2; T3; T5; T6;
T15) foram colocados em recipientes de vidro com 200mL de meio liquido BD (Batata-
dextrose) durante 10 dias, em temperatura ambiente (25°C) e fotoperiodo de
aproximadamente 12h. Ap06s o periodo de incubacdo dos isolados, foi observado que o0s
mesmos apresentaram trés fases distintas, as quais foram homogeneizados e 25mL
foram colocados em tubos Falcon (45mL) que foram centrifugados durante 15 minutos
a 4000rpm (Figura 10). Depois de decorrida a centrifugacdo, o precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi mais uma vez centrifugado como na fase anterior.
Depois da segunda centrifugacdo o sobrenadante foi cuidadosamente pipetado e
separado para 0s testes com 0s extratos usando concentracdes e temperaturas que
variaram de 5 a 20% e temperaturas de 50 a 120°C. A centrifugacdo do meio liquido
contendo miceélio crescido de Trichoderma spp., foi realizada com o objetivo de
precipitar a massa micelial e os conidios do fungo e utilizar apenas o sobrenadante e

metabolitos por eles produzidos para o controle do patégeno.



Figura 10. Extratos centrifugados dos isolados de Trichoderma spp.

Fonte: SILVA & NASCIMENTO JUNIOR; (2016).

Para avaliar a atividade antifingica, os extratos foram submetidos a trés
condicdes de termoterapia: 50°C, 100°C e 120°C a 1 ATM, e quatro concentracdes
(5%; 10%; 15% e 20%). O volume foi fixado em 40mL.

No tratamento a 50°C, os extratos dispostos em tubos Falcon, nas devidas
concentracdes, tiveram seus volumes completados com meio de BDA a uma
temperatura proxima a 50°C. Em seguida, 0 meio e o extrato foram homogeneizados e
vertidos em placas de Petri (70mm).

No tratamento a 100°C, os extratos de Trichoderma sp., foram mergulhados,
durante 15 minutos, em Erlenmeyer com &gua aquecida até o ponto de ebulicdo
(100°C). A temperatura da agua ao fim do tratamento foi de aproximadamente 70°C.
Decorrido o tempo de tratamento, os extratos termicamente tratados foram mais uma
vez centrifugados e os sobrenadantes diluidos nas referidas concentragfes, completados
0s volumes com BDA obtendo volume final de 40mL e vertidos em placas de Petri.

Para o extrato de Trichoderma sp., autoclavado, recipientes de vidro contendo
meio BD com crescimento micelial de Trichoderma spp., foram autoclavados a 120°C a
latm durante 15 minutos. Apés o procedimento, os mesmos foram centrifugados 2
vezes durante 15 minutos e utilizado o sobrenadante nas concentragcdes acima citados,
completados os volumes com meio de BDA e vertidos em placas de Petri.

Depois da solidificacdo do meio de cultura com as devidas concentracfes de
extrato, discos de BDA (5mm) contendo Fusarium sp., foram dispostos no centro das



placas, sendo o crescimento micelial observado diariamente, bem como suas alteracfes
de cor, producdo de metabolitos secundarios e antibiose, caso houvessem, e o diametro
da coldnia mensurado com auxilio de paquimetro digital. As placas foram mantidas em
temperatura ambiente (25+1°C) e fotoperiodo de 12h, por 7 dias.

Como testemunha, utilizou-se o patdgeno em meio BDA sem extrato de
Trichoderma spp. Para o célculo da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial
(PIC) foi aplicada a formula proposta por Abbott (1925), sendo que o fim da avaliacdo
foi no momento que o patdgeno atingiu o didmetro da placa no meio sem extrato
(Testemunha). Para avaliar as interagdes ocorrida no controle foram aplicadas a escala
de notas de Bell et al., (1982), conforme descrito no item 3.2.4.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 61
tratamentos, em esquema fatorial 5 x 4 x 3 + testemunha, sendo 5 isolados de
Trichoderma, 4 concentracbes, 3 temperaturas e 4 repeticbes. Os dados foram

submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

4.2.3. ATIVIDADE ENZIMATICA DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. E
EFEITO NO DESENVOLVIMENTO DE Fusarium falciforme

Para verificagdo da atividade enzimética foram utilizados o isolado de Fusarium
sp. e os isolados T2; T3; T5; T6 e T15 de Trichoderma sp., selecionados por
produzirem substancias bioativas e inibicdo do fitopatdgeno. As enzimas estudadas
foram amilase, celulase, gelatinase, lipase, protease e quitinase, que segundo Bueno et
al. (2009) a atividade destas enzimas no patdgeno esta relacionada com as doengas nas
plantas. Assim como Bomfim et al., (2010) e Souza (2013), relata que biocontroladores
que apresentam enzimas capazes de degradar a parede celular composta por
carboidratos, tais como quitina, além de proteinas e lipidios em quantidades
significativas do fitopatdgeno ou interromper 0s processos relacionados a sua sintese
serdo bem sucedidos no controle. Utilizados a partir das informagdes previamente

obtidas, os meios de cultura para deteccéo de halo enzimético abaixo discriminados:



4.2.3.1. Teste enzimatico para AMILASE (HANKING e ANAGNOSTAKIS, 1975)

EXtrato de Carne.......coocvveeeeiiiiiee e 3,09
T S 159
AMIAO i 3%
Tampdo citrato fosfato 0.1 M ........cccccvevviieennene, 1000mL

O amido e o &gar foram dissolvidos em 500 mL de tampdo citrato fosfato
separadamente e homogeneizados. Apds esse processamento, 0 meio de cultura foi
acondicionado em recipiente de vidro e esterilizado a 121°C durante 20 minutos. As
placas de Petri contendo o meio de cultura foram mantidas por seis dias em fotoperiodo
de 12h e temperatura ambiente. Para revelar o halo enzimético foi utilizado vapor de
iodo, e para fotografar, foi utilizado luz UV da camara de fluxo laminar.

Para a producéo de vapor de iodo foi utilizado 159 de cristal de lodo em 100mL
de ADE em Erlenmeyer de 250mL fechado com tampa de vidro e aquecido em
microondas até formacdo de vapor. As placas de Petri contendo os meios de cultura e
isolados foram abertas e posicionadas em direcdo da abertura do Erlenmeyer para entrar

em contato com o vapor durante 15-30 segundos e assim revelado o halo enzimatico.

4.2.3.2. Teste enzimético para CELULASE (HANKING e ANAGNOSTAKIS,
1975)

O meio de cultura utilizado para determinar a atividade de celulase foi o Agar
Carboximetilcelulose preparado com:

AT e 1,8%
CarboxXimetilCelUlOSe. .........coveiieiiiiciee e 1,0
Tampéo Acetato de s6dio 0.1M pH 5.0........ccccecereinnnnen. 500 mL

A carboximetilcelulose (CMC) foi dissolvida em 200 mL de tampdo acetato de
Na+ 0.1M pH 5.0, aquecido em microondas. Apoés a dissolugdo de CMC, foi adicionado
o restante do tampdo (300 mL) e em seguida o agar. O meio de cultura foi
homogeneizado e esterilizado a 121°C durante 20 minutos. As placas de Petri contendo
0 meio de cultura foram mantidas por oito dias em fotoperiodo de 12h e temperatura

ambiente. Para verificar a atividade celulolitica, utilizou-se como solucéo reveladora



vermelho congo 0,1%, durante 5 minutos, sendo lavados duas vezes com acetato de

sodio para retirar 0 excesso.

4.2.3.3. Teste enzimatico para GELATINASE (HANKING e ANAGNOSTAKIS,
1975)

EXIrato 08 CAMNE.......ooeiiiviiii ettt 3,09
PEPIONA ..o 5,09
AAAT e 20,09
GEIALING ..veeeiieee s 150,09
Tampado citrato fosfato 0.1 M .......cccoocvvvviiiiiciee e 1000mL

Utilizou-se gelatina sem sabor com corante vermelho, que foi adicionada ao
agar, seguida da dissolucdo em 500 mL de tampdo citrato fosfato. Apds a
homogeneizagdo dos ingredientes, o meio de cultura foi acondicionado em recipiente de
vidro e esterilizado a 121°C, durante 20 minutos. As placas de Petri contendo o meio de
cultura foram mantidas por seis dias em fotoperiodo de 12h e temperatura ambiente.
Para revelar a formacdo do halo enzimatico foi utilizado vapor de iodo, e para
fotografar, a luz UV. O meio depois que sofre a agdo da enzima fica fluido, desta forma
antes de fotografar as placas foram colocadas em congelador a 12°C por 5 minutos para

solidificar o meio.

4.2.3.4. Teste enzimatico para LIPASE (‘Hankin & Anagnostakis (1975)).

TWEEN 20 ImL
PEPTONG ... 10,09
Cloreto de SOUI0........ccieeie i 5,09
Cloreto de CAICIO.......cccueiiiiieiecieceee e 0,19
AAAT i 17,09
ADE ... o 1,0L

O Tween 20 foi esterilizado separadamente por 20 minutos a 121°C a latm,
posteriormente foi adicionado a 100 mL de meio esterilizado e resfriado. Para auxiliar a
revelagdo do halo foi adicionado 5mL de Rodamina B.

Para preparar a solugédo reveladora foi necessario diluir 1g de Rodamina B em
50mL de ADE. Posteriormente foi retirado 0,3mL e diluido em 100mL de ADE. As



placas de Petri contendo o meio de cultura foram mantidas por dez dias em regime
escuro e temperatura ambiente. A revelagdo foi feita em luz UV da camara de fluxo

laminar.

4.2.3.5. Teste enzimatico para PROTEASE (Lacaz et al., 1991)

AAAT e 20,09
Leite desnatado ..........cccovveveeieiee e 100g
ADE. ...t 1,0L

O é&gar foi dissolvido em 500 mL de agua destilada. O leite desnatado foi diluido
em 500mL de agua destilada. As solugdes foram autoclavadas a 121°C, durante 20
minutos, separadas e apds resfriamento (50°C) foram homogeneizadas em camara de
fluxo laminar. As placas de Petri contendo o meio de cultura foram mantidas por seis
dias em fotoperiodo de 12h e temperatura ambiente. Nao foi utilizado nenhum produto

para revelar o halo, que foi fotografado em luz UV.

4.2.3.6. Teste enzimatico para QUITINASE (Renwech et al., 1991) com
modificacgao.

CaCO8. .. e s 0,029
Y0 (1.1 Y 0,01g
IKC oo eeeeee e eeeee e eseeee e 1,719
MGSOATHZO . ....oeooooeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee 0,059
NAZHPOATH20.......ccee e 4,119
AGAT oo 15,0g
Quitina coloidal............cccoooiiiiiiie 0,89
AQUA ESLIAUA. ..o 1,0L

Todos os reagentes foram homogeneizados em 1000mL e autoclavados a 121°C,
durante 20 minutos. As placas de Petri contendo o0 meio de cultura foram mantidas por
doze dias em fotoperiodo de 12h e temperatura ambiente. Para revelar o halo foi

utilizado vapor de iodo, e para fotografar foi utilizado luz UV.



4.2.4. DETERMINACAO ENZIMATICA

O indice enzimatico (l.e.) foi calculado somando o didmetro da col6nia e do halo
formado, dividindo o resultado pelo valor do diametro da col6nia segundo Furlaneto,

(1989). @c = diametro da coldnia (mm); @h = didmetro do halo (mm):

I. e= @C+@h
Oc

Foi adotada a escala sugerida pelo autor: (-) 0 a 0,99; (+) 1,0 a 1,10; (++) 1,11 a
1,20; (+++) 1,21 a 1,30; (++++) >1,31. Onde o sinal (-) = ndo produtor de enzimas; (+)
= producdo minima de enzimas; (2+) = producdo fraca de enzimas; (3+) = producao

moderada de enzimas e (4+) = producdo intensa de enzimas.

4.2.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 36 tratamentos, em esquema fatorial 6 x 6, representados pelos seis isolados
e seis meios de cultura e quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparada pelo teste de Tukey a 5%.



4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

43.1. EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE Trichoderma spp. SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE Fusarium falciforme

Os resultados do efeito do extrato de Trichoderma sobre o desenvolvimento de
Fusarium sp., demonstram grande diversidade no que diz respeito a reagdo ocorrida
entre 0 biocontrolador e o fitopatdgeno. Foi verificado que, apds o segundo dia de
incubacdo, surgiram pequenas colbnias brancas de Trichoderma spp., em todos 0s
tratamentos e a partir do terceiro dia havia alteragdo da cor do meio de cultura e também
da cor caracteristica do micélio do fitopatdgeno que variava de amarelo a vermelho.
Apdbs o quarto dia, todos os isolados ja tinham atingido o diametro da placa. As
mudancas na cor do meio variavam com 0 tempo e a concentracao.

A mudanca de cor do micélio do fitopatdgeno em relacdo a presenca dos
isolados de Trichoderma spp., esta relacionada possivelmente, a uma caracteristica de
defesa. Esta capacidade de alteracdo na coloracdo do micélio em cultura pura foi
percebida no momento em que o mesmo foi submetido a oscilacdo de temperatura que
variou de 20-28°C aproximadamente, e quando estava em contato com contaminantes.

A presenca do Trichoderma spp., na forma de extrato, e seu desenvolvimento
hifal no meio de cultura, bem como suas atividades hiperparasitica e antibiotica

possivelmente estimulou as defesas do fitopatdgeno como mostra a Figura 11.



Figura 11. Efeito dos extratos brutos de Trichoderma spp. sobre a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial de Fusarium falciforme, aos 3 e 6 dias de incubacao:
T2; T3; T5; T6 e T15 (Trichoderma), TO (Testemunha).

T3 TS

10%  15% % 10% 15%  20%

Fusarium sp

3 Dias

6 Dias

Fonte: SILVA e NASCIMENTO JUNIOR (2016)

Todos os isolados de Trichoderma mostraram-se eficientes em controlar
Fusarium sp., pois a atividade de biocontrole variou de 79 a 85%, sendo que os isolados
T2 e T3 tiveram a maior PIC superior a 85%, seguidos pelo isolado T6 com PIC
préxima de 84%. Ja os isolados T5 e T15 foram os que obtiveram menor desempenho
com PIC de 80,5% e 79,8% respectivamente (Figura 12A). Em relagdo a concentragdo
dos extratos verificou-se que o comportamento deles foi linear, quanto maior a
concentracdo maior é a PIC (Figura 12B).

O modelo quadratico foi o que apresentou o melhor ajuste para a PIC, onde
observa-se que a partir do terceiro dia de incubagdo ocorreu a diminui¢do do didmetro

da coldnia, devido ao desenvolvimento dos biocontroladores e inicio do antagonismo. A



reacao do fitopatdgeno em relacdo ao crescimento e as alteracdes fisioldgicas ocorreram
a partir do segundo dia de confronto com o biocontrolador. Estas alteracdes podem ter
ocorrido devido a reacdo de defesa do patdgeno em resposta a agdo antibidtica e/ou
hiperparasitca do biocontrolador, que foi notado no momento em que o fitopatégeno
teve seu desenvolvimento vegetativo retardado e sua coloracdo alterada (Figura 11). No
terceiro dia, por acdo hiperparasitica, o biocontrolador que ja havia crescido, paralisado
e alterado fisiologicamente o fitopatdgeno (mudanca na coloragdo do micélio), penetra,
se alimenta, cresce e se reproduz sobre ele, para isso obteve-se como resultados a
reducdo do didmetro da col6nia do fitopatdgeno e reproducdo do biocontrolador.

No sexto dia o controle do patégeno ja estava proximo a 90% e no sétimo dia
verificou-se que todos os isolados de Trichoderma spp. tinham colonizado toda a placa
de Petri e assumido 100% de biocontrole, dando aos isolados testados neste
experimento a nota maxima (1) adotada na escala descrita de Bell (1982), como pode

ser observado na Figura 12C.



Figura 12. Efeito dos extratos de Trichoderma spp. sobre a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial de Fusarium falciforme: A) atividade de biocontrole dos extratos,
B) efeito da concentracao dos extratos e C) Efeito do tempo sobre a PIC.
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Muitos trabalhos mostram o potencial de biocontrole exercido por extratos que
liberam bioativos (metabdlitos) capazes de fornecer protecdo as plantas contra o ataque
de organismos patogénicos (JAMAL et al., 2008;. SILVA et al., 2008; SILVA et al.,
2009; VENTUROSO et al, 2011; SANTOS et al., 2013). Esses bioativos nas plantas
sd0 necessarios para sua sobrevivéncia, mas 0s metabdlitos secundarios ndo possuem
uma atividade imediata na célula, e sim, servem como uma vantagem evolutiva para a
sua sobrevivéncia e reproducdo, atuando como pesticidas naturais contra herbivoros ou
microrganismos patogénicos (VIZZOTTO et al., 2010; VENTUROSO et al., 2011)

Trabalhos realizados com bioativos de microrganismos sdo em sua maioria com
Trichoderma spp., pois atuam como biocontrolador competindo por nutriente, antibiose
e hiperparasitismo e contam ainda com a producédo de bioativos volateis e ndo volateis e
enzimas que potencializa ainda mais a sua atividade (CARVALHO, 2006; BRITO et
al., 2010; ZUCCHI, 2010; DIAS, 2011; DA SILVA et al., 2011; SOUZA PEDRO,



2012; BIZI, 2015; CANCELA, 2015; FIPKE, et al., 2015). Encontra partida poucos
trabalhos relatam a extracéo destes bioativos em Trichoderma.

432 EFEITO DO EXTRATO DE Trichoderma spp. TRATADO
TERMICAMENTE SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Fusarium falciforme

O choque térmico de 100°C quando realizado por 15 minutos elevou a
temperatura do extrato até 98°C e no fim do tempo decorrido caiu para 70°C,
temperatura ainda muito alta e que possivelmente rompeu as paredes das hifas,
inviabilizando os biocontroladores.

O tratamento do extrato a esta temperatura foi para inviabilizar as estruturas
reprodutivas do biocontrolador, impedindo assim a sua germinacdo e a possivel
interferéncia pela acdo de competicdo, antibiose e hiperparasitismo. Assim, o choque
térmico nos da certeza de que os bioativos de Trichoderma spp. suportam temperaturas
elevadas, mantendo-se ativo e controlando o fitopatdgeno. Da mesma forma ocorreu
com o extrato autoclavado que teve um choque térmico maior, 121°C pelo mesmo
tempo.

O desempenho do biocontrolador foi menor quando autoclavado, provavelmente
devido a desnaturacdo de alguns bioativos. Apesar disso, houve a manutencdo da
estabilidade térmica dos bioativos, indicando a sua capacidade de suportarem
temperaturas mais elevadas. Em nenhum dos tratamentos houve crescimento do
biocontrolador. A reducdo da PIC ficou em torno de 30% e 50% para 0s extratos
tratados a 100°C e autoclavados respectivamente, em relacdo ao extrato bruto vivo
(Figura 13-A-B).



Figura 13. Efeito dos extratos de Trichoderma spp. sobre a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial de Fusarium falciforme: Atividade de biocontrole dos extratos (A)
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Os resultados obtidos mostram que o biocontrolador utiliza todas as formas nele
existentes para controlar o fitopatdgeno, que vai desde as atividades mecanicas a
bioativas, como metabdlitos e enzimas que lisam o micélio, facilitando a sua atividade
de controle.

Resultados semelhantes foram verificados por Isaias et al., (2014) ao testarem a
termoestabilidade de isolados de Trichoderma. Os autores relataram ter havido uma
diminuicdo nas porcentagens de inibicdo dos seus isolados. Os metabolitos de

Trichoderma spp., se mantiveram ativos mesmo ap0s autoclavagem, pois inibiram o



crescimento micelial dos patégenos, indicando o potencial desses metabolitos
antifungicos, nas condigdes experimentais utilizadas, corroborando com os resultados
obtidos neste trabalho que tiveram uma capacidade de inibicdo menor em relacdo aos
extratos brutos e extratos térmicos.

Kupper et.al., (2003) em seu trabalho usando os isolados de Bacillus spp.,
produziram, in vitro, metabolitos que foram capazes de inibir o crescimento micelial de
C. acutatum, os quais mantiveram suas atividades capazes de causar a inibicdo, apos
autoclavagem a 120°C, durante 20 min. Segundo Jayaprakashvel et al., (2010) a
autoclavagem (121°C por 15 minutos) de metabolito proveniente de um agente de
biocontrole pode reduzir em 24% a sua atividade antifungica quando comparada ao ndo
autoclavado. J& Guimardes (2014) postula que moléculas bioativas, presentes em
metabolitos de origem microbiana, podem se decompor em outras moléculas menos
ativas ou mesmo inativas, quando submetidas a condi¢des inadequadas que levem a
degradacédo das moléculas.

Jayaprakashvel et al., (2010) verificaram que a inibicdo média de 35% do
crescimento micelial de Cladosporium herbarum, obtida com metabdlitos previamente
submetidos a autoclavagem, por exemplo, chegaria a aproximadamente 45%, quando
comparado com ou sem autoclavagem. O fato de alguns desses metabolitos se
mostrarem estaveis em vérias temperaturas sustenta a hipétese de que os mesmos
possam se manter ativos frente a diferentes fatores, como insolacdo e temperaturas mais
elevadas dos solos de diferentes regides, conforme mencionado anteriormente.
Importante salientar que trabalhos desta natureza vislumbram a perspectiva de sintese
destes metabolitos secundarios seletivos para determinados organismos, por serem
vantajosos em relacdo a outras moléculas de natureza quimica, sob a ética ambiental.

Lopes et al. (2012) também relatam a reducdo da eficiéncia de controle da
maioria dos isolados testados por eles, que ficou em torno de 50% em comparagao aos
metabolitos ndo autoclavados. Os trabalhos de Guimardes (2014) a eficiéncia foi
superior a 70%. Da Mata et. al., (2008) e Isaias et al., (2014) afirmam que a variagédo da
sensibilidade dos fungos fitopatogénicos a metabdlitos produzidos por biocontroladores
e a capacidade de Trichoderma spp. de produzirem metabolitos secundarios com efeito
fungicida, pode variar entre espécies e entre isolados da mesma espécie. Estes

resultados corroboram com os obtidos neste trabalho, pois o comportamento de cada



isolado foi diferente em relacdo a sua capacidade de controle com os extratos tratados

termicamente ou néo.

4.3.3. ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ISOLADOS DE Trichoderma spp. E
Fusarium falciforme

Os biocontroladores testados apresentaram indice enzimatico que variaram de
acordo com isolado e o tipo de enzima secretada (Figura 14). Nesta Figura é possivel
distinguir a proporcédo de producdo de enzima através da escala descrita por Furlaneto
(1989): os isolados que apresentaram l.e.>1,31 receberam nota maxima (4+) ou seja
producdo intensa. Neste trabalho observou-se que alguns isolados obtiveram I.e. cinco
vezes maior que a nota méxima. Desta forma, isolados que tiveram um l.e. superiores a
1,31 tiveram a mesma nota e ndo diferiram entre eles, mesmo tendo diferido
estatisticamente.
Figura 14. indice enzimatico dos isolados de Trichoderma spp. e Fusarium falciforme
(Escala de Furlanato (1989)).
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(1+) producdo minima; (2+) producéo fraca; (3+) producdo moderada, (4+) producdo intensa de enzimas.

Considerando a escala proposta por Furlaneto (1989), para a enzima amilase, 0s
isolados T3, T5 e T6 ndo diferiram entre eles e foram classificados com producao
intensa (4+), diferindo dos demais que tiveram producdo moderada (3+) para 0S
isolados T2 e T15 e fraca (2+) para o fitopatogeno.



Para celulase e gelatinase os isolados T3, T5, T6 e T15 obtiveram producéo
intensa (4+), diferindo do fitopatdgeno e de T2 para celulase.

Os isolados que alcancaram melhor indice para lipase foram T2, T3, T5 e T6,
com producao fraca (2+) diferindo de T15 e do fitopatdgeno com producdo minima.

Os isolados T2, T5, T6 e o fitopatdgeno foram os que apresentaram producao
intensa (4+) de protease, diferindo dos isolados T3 com producdo fraca (2+) e T15
minima (1+).

Para a enzima quitinase, os isolados T2, T3, T5 e T6 foram classificados com
producdo intensa (4+), diferindo do isolado T15, que teve producdo minima e do
fitopatégeno com produgédo fraca.

Analisando-se os resultados, verificou-se que os isolados de Trichoderma spp.,
T5 e T6, foram os que apresentaram o melhor desempenho na capacidade degradacgéo
dos meios, com l.e intensos (4+) para amilase, celulase, gelatinase, protease e quitinase,
e fraco (2+) para lipase. O isolado T3, diferiu dos isolados T5 e T6 apenas em protease,
pois seu l.e também foi fraco. O isolado T2 teve producdo moderada (3+) em amilase e
celulase, ndo diferindo do isolado T15 quanto a amilase e dos isolados T5 e T6 com
relacdo as demais enzimas. O isolado T15 foi 0 que apresentou 0s menores |.e entre 0s
biocontroladores, ndo diferindo dos isolados T3, T5 e T6 em relacdo a producdo de
celulase e gelatinase e do isolado de F. falciforme, em lipase e diferindo de todos os
isolados com relacdo ao indice de protease e quitinase, cuja producdo foi minima (1+).
O isolado de F. falciforme, apresentou uma intensa atividade proteolitica (4+) néo
diferindo dos biocontroladores com fraca producdo (2+) de amilase, celulase e quitinase
(Figura 15 e Tabela 3).

Figura 15. Reacdo enzimaética de Fusarium falciforme e Trichoderma spp. nos meios

especificos para secre¢do de enzimas.
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Fonte: SILVA; NASCIMENTO JUNIOR (2016).

No teste de amilase, o iodo coloriu 0 meio em violeta e onde teve a atividade
enzimatica formou um halo opaco. Na producdo de celulase, os resultados das reagdes
enzimaticas positivas foram identificados pela formagdo de um halo amarelo claro em
contraste com o meio de cultura vermelho apds a adicdo da solucéo reveladora. Para a
lipase ocorreu a formacdo de uma borda clara em volta da colénia em razdo da completa

degradacéo do sal.

Tabela 3. Média dos indices de Atividade enzimatica dos isolados de Trichoderma spp.

e Fusarium falciforme




AMILASE 1,15 Aa* | 1,23 Aba |1,33ABab |1,72ABb |2,64Cc 1,27 Aab
CELULASE | 1,16 Aa | 1,30 ABab [2,04Bcd |[1,75Bbc |[2,71Ce 2,26 Bde
GELATINASE | 1,11 Aa | 1,66 Bb 3,12 Cd 2,39 Cc 2,63 Cc 5,44 Ce
LIPASE 1,09 Aa | 1,14 Aa 1,14 Aba 1,15 Aa 1,19 Aa 1,04 Aa
PROTEASE | 1,45Aab | 1,35 ABab |1,19 ABab |1,60 ABb |1,54 ABab |1,06 Aa
QUITINASE | 1,11 Aab | 1,46 ABab |1,57 ABbc |1,58 ABbc |1,95 Bc 1,00 Aa

*Tratamentos com a mesma letra mailscula, na coluna e tratamentos com a mesma letra mindscula, na
linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

Com relacdo a degradacdo de amido observou-se que o isolado T6 apresentou
essa capacidade, com a maior taxa de producdo de amilase (2,64), seguido pelos
isolados T5 (1,72) T3; T15 e T2 que apresentaram 0s mais baixos indices enzimaticos
respectivamente (1,33; 1,27; 1,23). Fusarium falciforme foi o que teve o menor l.e de
todos com (1,15), mas ndo diferiu de T2; T3 e T15.

Vaérios trabalhos mostram a capacidade de degradacdo de amido por isolados de
fungos: Zampieri; Ribeiro (2005) comentam que isolados de Fusarium teve maior l.e na
avaliacdo de atividade de producdo de amilase. Ja Wenzel et. al., (2013), relatam baixo
l.e, tanto de Fusarium spp., quanto de Trichoderma spp., corroborando com o0s
resultados encontrados neste trabalho. Fernandes (2009) relata que o isolado Fusarium
sp. testado por ele ndo apresentou degradacdo de amido. Stamford et al., (2008); Da
Silva et al., (2011); Pereira (2012) e Elias et al. (2015), também relatam auséncia de
halo enzimético em isolados de Fusarium e de Trichoderma testados em seus trabalhos,
contrariando os resultados obtidos neste trabalho, visto que o patdgeno se nutre das
reservas de amido na raiz da mandioca.

Quanto a degradacdo da celulose, o isolado T6 apresentou o maior l.e. com
producdo de (2,71) seguido dos isolados T15 (2,26), T3 (2,04) e T5 (1,75) que ndo
diferiram entre eles. O isolado de Fusarium sp. apresentou o menor l.e. (1,16) nédo
diferindo do isolado T2 (1,23).

Analisando-se o0s resultados encontrados percebe-se que capacidade de
degradacéo de celulose varia de isolado para isolado, entre individuos da mesma espécie
e espécies diferentes. Fato este observados por varios pesquisadores que trabalharam
com estes microrganismos.

Alguns corroboram outros discordam dos resultados obtidos neste trabalho:
Braga et al. (2009), afirmaram que todos os isolados de Fusarium spp., por eles




avaliados, cresceram em meio contendo celulose como Unica fonte de carbono,
indicando sua capacidade de sintese de enzimas celuloliticas, com variacdo de l.e entre
fraco (1,06) a intenso (1,32). Bueno et al., (2009) também obtiveram resultados
semelhantes, usando F. solani do cajueiro amarelo, cujos l.e variaram de fraco a
moderado. Da Silva et al., (2011) e Bortolazzo (2011), relata atividade enzimatica muito
baixa de espécies de Fusarium.

Por outro lado, vérios autores relatam um indice enzimatico maior para isolados
de Fusarium, e também para Trichoderma spp., Ruegger; Tauk-Tornisielo (2004)
observaram a variacdo entre os isolados de Trichoderma em relacdo a atividade
enzimatica que foram classificadas entre ausente, baixa (1,1) e intensa (4,0). Resultados
obtidos por Feldman et al., (1988) e Galliano et al., (1988), Souza et al. (2011) e Sazci
et al. (1986), entre outros autores, constataram que Trichoderma spp., possuem alta
capacidade de sintese de enzimas celuloliticas.

Pereira (2012) ressalta que os isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp.,
apresentaram elevados indices de atividade enzimatica com l.e>2 ( 3,7) e (4,3), indices
que foram superiores aos encontrados neste trabalho. Resultados semelhantes foram
obtidos por Faheina Junior (2012) em relacdo a isolados de Fusarium sp. e F.
moniliforme, que apresentaram |.e>2 (4,35) e (5,42), respectivamente. Ja no trabalho de
Ramos (2012) os isolados de T. harzianum, usados por ele, apresentou I.e que variaram
de 1,10 a 6,0 enquanto para de Faheina Junior (2012) os isolados de Trichoderma spp.,
apresentaram indices muito baixos em torno de 1,09.

Basso et. al., (2011) concluiram que as linhagens Trichoderma sp., apresentam
grandes diferencas em relacdo as suas atividades celuloliticas e afirmam que essas
enzimas sao excretadas nos trés primeiros dias de incubacdo. Desta forma a visualizacdo
dos halos pode ndo ocorrer e o isolado considerado fraco ou ineficiente em produzir
enzimas celuloliticas, mesmo tendo uma assimilacdo de nutrientes comprovada pelo seu
crescimento no meio de cultura a base de celulose como unica fonte de carbono.

Singhania et al., (2010) relatam que as celulases produzidas por microrganismos
aerobios sdo facilmente secretadas na forma de molécula livre, e os fungos filamentosos
sdo os mais capacitados na producéo de celulase, nisto inclui o género Fusarium spp., e
Trichoderma spp.

Quanto a producdo de gelatinase, dentre os isolados que tiveram l.e > 2,0

destacou-se o0 isolado T15 com um indice enzimatico de (5,44) que diferiu de todos os



demais. O isolado T3 apresentou 0 segundo melhor indice (3,12). Os isolados T6 e T5
ndo diferiram entre si e obtiveram o terceiro melhor l.e na degradacdo de gelatinase,
(2,63 e 2,3). Os demais isolados apresentaram 1.e<2, sendo o isolado T2 o quarto entre
0s biocontroladores a obter o0 menor valor (1,66). O isolado de F. solani como pior dos
indices entre os isolados testados (1,11).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Bueno et al. (2009),
com F. solani e Fusarium spp., pois o indice enzimético foi considerado fraco. Elias et
al. (2015), também encontram os mesmos resultados com F. oxysporum f. sp. dianthi.

Para o teste de degradacdo de lipideos, nenhum isolado apresentou capacidade
de degradacdo significativa ( l.e < 2,0). Para Vaz, (2010) e Matos (2012), as lipases
podem ser produzidas por varios organismos como animais (pancrea), vegetais
(mamona e canola) e microrganismos (bactérias, leveduras, e fungos filamentosos,
sendo estes 0 que possuem o maior potencial em hidrolisar as ligacbes éster-
carboxilicas e liberar acidos e alcoo6is organicos).

Luz et al., (2006), trabalhando com vérios isolados de Fusarium spp.,
verificaram que 85% dos isolados ndo apresentaram atividade lipolitica e os 15%
restantes tiveram l.e<2. Fernandes, (2009) também encontrou resultados negativos para
producdo de lipases por Fusarium. Zampieri; Ribeiro (2005) relatam que as lipases
foram secretadas em pequena quantidade por dois isolados de F. oxysporum e T.viride.
Ja Roveda et al. (2010) comenta que ndo encontrou atividade lipolitica em fermentacédo
submetida aos isolados de Trichoderma spp, mas afirma que isolados de que Fusarium
sp. sao bons produtores desta enzima, sendo F. solani o que apresentou maior potencial.
Ja nos trabalhos realizados por Fernandes (2009), Fusarium sp., tiveram um l.e >2
contrapondo os resultados obtidos neste trabalho. De Brito et.al., (2016) comenta que 0s
isolados de Trichoderma secretaram lipases com mais intensidade e de forma
diferenciadas na presenca dos fitopatdgenos principalmente na presenca de F.
oxysporum.

Com relagdo a capacidade de degradacéo proteolitica, os resultados obtidos neste
trabalho mostraram que todos os isolados apresentaram um l.e <2, sendo que o isolado
T5 foi 0 que deteve a maior producéo de protease (1,6) mas néo diferiu dos isolados T6;
Fusarium sp; T2 e T3 (1,54; 1,45; 1,35; 1,19). O isolado T15 foi o que apresentou o
mais baixo indice e so diferiu do T5.



Vérios pesquisadores comentam sobre a baixa capacidade de degradagédo
proteolitca de Fusarium sp.: Bueno et al. (2009), Fernandes (2009), Da Silva et al.,
(2011) relatam que Fusarium spp., tiveram l.e, considerado fraco, com atividade
proteolitica l.e<2.

Com relacdo a Trichoderma spp., os trabalhos mostram que ocorreu uma
variacdo na sua capacidade de degradacao, de acordo com a espécie estudada: Zampieri;
Ribeiro (2005) comentam que isolados de T. viride destacaram-se por uma atividade de
producdo de proteases significativa, e Pereira (2011) verificou que a atividade
proteolitica de T. harzianum, obtidos de solo do cerrado, € maior quando este é
cultivado em meio contendo micélio do F. oxysporum, provando a importancia desta
enzima na atividade de biocontrole de Trichoderma.

Segundo Carvalho, (2006); Santin, (2008) e Oliveira et al., (2013), as proteases
dos fungos estdo significativamente envolvidas na atividade antagonista, ndo somente
no desarranjo da parede celular do hospedeiro, mas também por agir como inativadores
proteoliticos das enzimas dos patégenos envolvidos no processo de infeccdo nas
plantas.

Quanto a quitinase produzida pelos isolados, verifica-se que estes apresentaram
comportamento semelhante ao de producdo de lipases com l.e<2. Apesar do isolado T6
ter apresentado o maior indice enzimético (1,95), ele ndo diferiu de T5 e T3 (1,58 e
1,57). O isolado de T2 (1,46) ndo diferiu dos isolados T3, T5 e Fusarium sp. (1,11) que
ndo diferiu do isolado T15 (1,0) que teve o menor indice entre todos os isolados.

Zampieri; Ribeiro (2005) relatam que ndo foram observados halos de
degradacdo de seus isolados, sendo entdo impossivel calcular o indice enzimatico para
quitinase, mas os fungos desenvolveram coldnias de aspecto normal, indicando que as
fontes de carbono foram consumidas e, portanto, as enzimas foram produzidas e
liberadas no meio de cultura, pelos fungos testados. No presente trabalho foi verificado
que os isolados formaram o halo enzimatico, mas ndo ficaram tdo evidentes para
registro fotografico. Padua et al.,(2007) concluiram que ndo existiu correlagdo direta
entre 0 nivel de produgdo de enzimas do sistema quitinolitica com o potencial de
biocontrole, pois isolados que apresentaram atividade enzimatica baixo obtiveram boa
atividade de biocontrole e vice versa. Entretanto, devido a grande diversidade de
interacOes antagonistas, esse importante critério ndo deve ser totalmente descartado na

triagem e selecdo de potenciais de isolados de Trichoderma como biocontrolador



eficiente, uma vez que a quitinase age de forma aleatoria e degradam a parede celular de
fungos, liberando oligdbmeros que induzem as exoquitinases, comegando assim o ataque
micoparasitico, hidrolisando os oligossacarideos da parede celular do fitopatogeno.
(MARCELLO, 2008; GIESE et al., 2003; BAUERMEISTER et al., 2010).

Na Figura 16, pode ser observada a relacdo dos isolados e sua capacidade de
assimilacdo de nutriente do meio, com a liberacdo de enzimas liticas e sua intensidade.
Nota-se que todos os organismos testados produziram enzimas que degradam amido,
celulose, gelatina, lipidios, proteina e quitina, pois 0s mesmos formaram halo
enzimatico nos meios testados variando seu l.e de 1 (minima) a 5,54 (intensa).

Observa-se também que o isolado T6 foi o que deteve maior versatilidade e
potencial em produzir enzimas com l.e > 2 na maioria dos meios testados. O maior
indice enzimatico foi a celulase (l.e=2,71) seguidos de amilase (l.e=2,64) e gelatinase
(1.e=2;63). As outras enzimas testadas apresentaram l.e<2, mas observamos que 0
isolado tem uma intensa producdo de quitinase (l.e=1,95) e protease (l.e=1,54), ja em
lipase a producdo é minima (l.e=1,19). Os isolados T15 e T3 apresentaram pouca
variacdo entre eles, em relacdo a atividade enzimatica, com producao de celulase (l.e =
2,22 e 2,04). No entanto, para gelatinase, T15 apresentou o0 maior indice de todos com
I.e=5,54. O isolado T3 apresentou uma o6tima producdo de gelatinase, obtendo o
segundo maior indice (1.e=3,12). Em relacdo as demais enzimas a producdo de amilase
foi significativa, sendo sua producdo moderada. Em relacdo as enzimas lipase e protease
a producdo foi minima para ambos, ja para quitinase, o isolado T3 apresentou indice

considerado intenso (l.e=1,54), enquanto T15 teve producdo minima desta enzima.



Figura 16. Indice enzimatico dos isolados de Trichoderma spp. e Fusarium falciforme.
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O isolado T5 apesar do 1.e>2 na enzima gelatinase, apresentou intensa producao
de celulase (1.e=1,75), amilase (l.e=1,72), protease (l.e=1,6) e quitinase (l.e=1,58) e
producdo minima (l.e=1,15) em lipase.

O isolado T2 foi 0 que apresentou menor atividade enzimatica (l.e<2) entre 0s
isolados de Trichoderma spp. O isolado apresentou intensa producdo de gelatinase
(1.e=1,66), quitinase (l.e=1,46) e protease (I.e=1,35), moderada producdo de celulase
(l.e.= 1,30) e amilase (l.e=1,23) e fraca producdo de lipase (l.e=1,14)

A atividade enzimatica do Fusarium sp. foi minima para lipase (l.e=1,09), fraca
para gelatinase e quitinase (l.e=1,11), amilase (l.e=1,15) e celulase (l.e=1,16) e intensa
para protease (l1.e=1,45). Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que mesmo
com & producdo minima de enzimas o fitopatdgeno possui atributos bioquimicos basicos
para lisar e degradar substratos diversos, causar infecc¢do, se estabelecer, colonizar, se
reproduzir e também se defender de outros organismos.

Apesar da literatura ndo disponibilizar um valor padréo de le, para Oliveira et
al., (2006) e Nunes et al.(2013), estes sdo 0s melhores parametros semiquantitavos

usados para avaliar a capacidade de producdo enzimatica de microrganismos em meio



solido, pois correlaciona diretamente o didmetro do halo de degradacdo com a
habilidade degradativa.

Verificamos, neste trabalho, que mesmo em baixas concentracgdes, as substancias
antibidticas produzidas e secretadas pelos isolados de Trichoderma spp.,
provavelmente, interfiram nas atividades metabdlicas, na reducdo ou paralisacdo do
crescimento e esporulacdo, redugcdo na germinacdo de esporos do isolado de Fusarium
sp., e sdo importantes artificios para eficiéncia do biocontrolador. Estas ac¢des
enzimaticas provocam a morte de um deles que, assim, servem de alimento para o
sobrevivente (LOBO JUNIOR; ABREU, 2000; HARMAN, 2000; BOMFIM, 2007,
BARRA et. al., 2008; ZUCCHlI, 2010).

O sucesso de um biocontrolador esta relacionado com a capacidade de romper a
parede celular (composta por carboidratos, tais como quitina, além de proteinas e
lipidios em quantidades significativas) do fitopatdgeno ou interromper 0S processos
relacionados a sua sintese (Bomfim, 2007 e Souza, 2013).

Por serem proteinas que catalisam reacdes quimicas, as enzimas, vem tendo
grande aplicabilidade biotecnoldgica e industrial de biocontrole de fitopatogenos. Por
isso as enzimas microbianas tém sido alvo de muitos estudos, ja que a producdo de
enzimas por microrganismos possui diversos beneficios em relacéo as outras opcdes. A
manipulacdo de microrganismos € mais facil, possibilitando producdo de enzimas em
grande escala. A diversidade de microrganismos existentes que possam ser utilizados
para producdo enzimatica é grande, e ha possibilidade de descobertas de novas espécies
para esse fim (BARATTO et al., 2011; ORLANDELLI et al., 2012; FRANTZ et al.,
2014).

A classificacdo de intensidade da producdo enzimatica varia de acordo com 0s
pesquisadores. Furlaneto (1989), considera que o indice enzimatico (l.e) intenso (4+) é
0 que € igual ou maior que 1,31. Fungaro; Maccheroni (2002) estabeleceram que
valores maiores que 1,0 sdo indicativos de excrecdo de enzimas. Bispo (2010); Silva et
al. (2013) e Silva et. al. (2015) indicam l.e>2 como caracteristica de atividade
enzimatica significativa sendo os microrganismos produtores, classificados como forte
produtor de enzimas (l.e>2), considerado moderado (1,5 < l.e <2), fraco produtor
(1<l.e<1,5) e auséncia de halo de hidrolise (ndo produtoras). Fungaro; Maccheroni
(2002) e Florencio et al. (2012) consideraram em seus trabalhos o l.e>1,5 para

isolados de Trichoderma spp.



Silva et al., (2015) levantaram o questionamento sobre os indices enzimaticos de
celulose em seus isolados, assim como neste trabalho foi verificado que a escala adotada
por Furlaneto limita o I.e como forte produtor de enzima os isolados que apresentem
valor igual ou maior que 1,31 (4+). Por tanto a capacidade de produzir e secretar
enzimas que degradem estruturas biologicas complexas tais quais estudadas neste
trabalho, possivelmente, levem em consideracdo o fato de elas estarem ligadas a um
artificio bioldgico necessério para estabelecimento e o sucesso do microrganismo no
ambiente, degradando matéria organica como saprofito, fitopatégeno ou biocontrolador.

Bispo (2010); Silva et al. (2013) e Silva et. al. (2015) usaram a escala de
Furlaneto (1989) para determinacdo do indice enzimatico, mas consideraram que 0S
organismos a serem utilizados em experimentos no seu trabalho, na industria de
alimentos e aplicacdo biotecnolodgica, precisariam ter indice que variassem entre ( 1,5 <
l.e <2). Se os parametros da escala forem seguidos 0s microrganimos usados por estes
autores teriam seus indices variando entre 6+ a 11+.

Neste trabalho obtivemos isolados de Trichoderma spp. que chegou a l.e.= 5,44
(T15). Esse indice é extremamente superior aos que foram encontrados na maioria dos
trabalhos com fungos filamentosos, executados pelos pesquisadores acima citados.
Desta forma, se fez necessario o uso de uma nova escala com pardmetros mais
adequados que agrupasse melhor os microrganismos que secretam quantidades maiores
de enzimas que hidrolisam compostos organicos, tanto para estudos relacionados a
industria alimenticia e biotecnologica quanto a atividade inerente ao sucesso dos
mesmos em subtrair os nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia, desenvolvimento
e reproducéo.

Os isolados que obtiverem indice enzimatico, que superaram a escala proposta
por Furlaneto (1989), foram classificados pelo Potencial Enzimatico (P.E.). Os que
tiverem Potencial Enzimatico (1<P.E<1,5)= 1, foram produtores de enzimas
hidroliticas, com produgdo minima ou fraca e secretaram enzimas em quantidades
suficientes para sua sobrevivéncia, sendo portanto, classificados por niveis, neste caso
1%, Ja os isolados com P.E (1,5 < P.E. <2)=2 foram considerados potencialmente fortes
de nivel 2*. Os isolados que ficaram entre (2 < P.E. <2,5)=3 foram considerados
potencialmente fortes ou de nivel 3*, enquanto os que ficaram (2,5 < P.E. <3)=4" foram

classificados como potencialmente forte nivel 4*. Isolados que tiverem



(3,0<P.E.>3,5)=5" foram potencialmente fortes de nivel 5%. Os que tiverem P.E>3,5
foram potencialmente forte de nivel 6.

Baseado nesta nova escala podemos observar que o potencial enzimatico foi
detectado em todos os isolados de Trichoderma spp., bem como no fitopatdégeno. Esse
teve producdo minima ou fraca para todas as enzimas testadas neste trabalho e seu P.E.
foi classificado com nivel 1". O isolado T2 obteve resultados semelhantes ao
fitopatdgeno com excecdo da enzima celulase, que apresentou P.E. nivel 2*. O isolado
T3 foi 0 que obteve niveis diversos em relacdo ao potencial enzimatico: para amilase,
lipase e protease o P.E. apresentou nivel 17, ja para celulase e gelatinase o isolado
apresentou um alto potencial enziméatico com niveis 3* e 5%, respectivamente. O Isolado
T5 apresentou P.E. nivel 1" para lipase, 2" para amilase, celulase, protease e quitinase e
3" para gelatinase. Ja o isolado T6 teve o mesmo P.E. de T5 para lipase, protease e
quitinase, e niveis extremamente altos para amilase, celulase e gelatinase com P.E.=4",
O isolado T15 teve potencial enzimatico nivel 1* para enzimas amilase, lipases, protease
e quitinase, mas para celulose foi nivel 3" e, com relacéo a gelatinase, o isolado teve o

maior nivel na escala, com potencial enzimatico nivel 6% (Figura 17).

Figura 17. Potencial enzimatico (P.E.) dos isolados de Trichoderma spp. e Fusarium
falciforme
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Nivel 1" (1<P.E<1,5); nivel 2+ (1,5 < P.E. <2); Nivel 3+ (2 < P.E. <2,5); nivel 4+ (2,5
<P.E. <3); nivel 5" (3,0<P.E.>3,5) e nivel 6+ (P.E>3,5).



Uma avaliacdo pertinente ao observar a Figura acima € que a enzima com menor
quantidade de excrecdo pelos microrganismos foi a lipase, que em todos os isolados
teve P.E. nivel 1+, mas produzida em quantidades suficientes para hidrolisar 6leos e
gorduras, ou seja, estruturas compostas por acidos graxos, que estdo presentes no
ambiente em que esses organismos sao inseridos.

Facchin (2013); Sacco (2013) e Silva et al, (2015) destacam a importancia da
excrecdo das enzimas amilase, celulases, lipase, protease por microrganismos, pois estes
podem desempenhar um papel muito importante e primordial no tratamento biolégico
de efluentes, ou na decomposicdo da matéria organica em geral e no potencial
biotecnoldgico. Desta forma, os isolados testados, além de apresentarem caracteristicas
de bons biocontroladores, detém peculiaridades que os classificam como bons
decompositores de matéria organica.

A utilizacdo de isolados que apresentam P.E. a partir do nivel 2* desta escala
estd descrito nas pesquisas de Fungaro; Maccheroni (2002) que trabalhou com
microrganismos capazes de produzir enzimas no intuito de serem aplicadas na indUstria
de alimentos. Florencio et al. (2012) também adota este mesmo nivel para verificar a
degradacéo de celulose de isolados de Trichoderma, e Bispo (2010); Silva et al. (2013)
e Silva et. al. (2015) corroboram quando indicam 1.e>2, que nesta escala estaria como
nivel 2" com potencial enzimatico moderado.

Com os resultados obtidos neste experimento, podemos perceber que a
producdo de enzimas pelos isolados de Trichoderma spp., € importante para aumentar
sua capacidade de biocontrole, mas estas enzimas atuam de forma secundaria ja que a
antibiose e o hiperparasitismo é a primeira a¢do destes biocontroladores. Notou-se ainda
que nivel de enzima produzido, por menor gque seja, atua de forma eficaz no complexo
ativo do hiperparasitismo. Isto é comprovadamente observado nos isolados T2 e T3,
seguido de T15, que apesar de ndo diferir de T5 e T6, tiveram o melhor desempenho em
relacdo a escala de Bell, mas também os menores I.e e consequentemente P.E. Portanto,
0s niveis de producdo de enzima € caracteristica de acdo qualitativa para o

biocontroladores estudados.



4.4, CONCLUSOES

Os extratos de T. harzianum (T2, T3 e T6), T. citrinoviride (T5) e T. orientale
(T15) sdo eficientes em inibir o desenvolvimento de Fusarium falciforme, sendo o
extrato bruto a 50°C, o que proporciona a maior porcentagem de reducdo de
crescimento micelial (85%), seguido do extrato a 100°C (59%) e 121°C (40%).

Os isolados possuem bioativos estaveis a temperaturas elevadas.

Todos as espécies de Trichoderma e o isolado de Fusarium falciforme estudados
sdo produtores das enzimas amilase, celulase, gelatinase, lipase, protease e quitinase.
As especies T. harzianum (T3 e T6) e T. citrinoviride (T5) apresentam o maior

desempenho na producédo das enzimas.
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