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RESUMO

Isaias, C.O.; Martins, L.; Silva, J.B.T.; Silva, J.P.; Mello, S.C.M. A¢do antagdnica e de metabolitos bioativos de Trichoderma spp. contra os
patdgenos Sclerotium rolfsii e Verticillium dahliae. Summa Phytopathologica, v.40, n.1, p.34-41, 2014.

O efeito antagonico exercido por fungos do género Trichoderma foi
avaliado contra os fitopatogenos Sclerotium rolfsii e Verticillium dahliae,
isolados de aster ornamental ¢ morangueiro, respectivamente. Utilizaram-
se 20 isolados do antagonista, pertencentes as espécies 1. asperellum, T.
hamatum, T. harzianum, T. koningiopsis, T. spirale e Trichoderma sp. O
antagonismo foi verificado por meio de testes de culturas pareadas e producdo
de metabolitos bioativos pelo método de sobreposicdo de placas. A maioria

dos isolados exibiu efeito inibitorio sobre o crescimento micelial de S.
rolfsii e V. dahliae quando comparado com as testemunhas. Excetuando-se
os testes de produgdo de metabolitos nao-volateis, verificou-se maior agao
inibitoria contra V. dahliae. Mesmo os metabolitos ndo-volateis termoestaveis
apresentaram efeito inibitorio contra ambos os patogenos testados, mostrando
que os metabolitos secundarios do antagonista exercem efeito significativo
sobre essas espécies patogénicas.

Palavras-chave adicionais: patogenos de plantas, fungo antagonista, controle bioldgico

ABSTRACT

Isaias, C.O.; Martins, 1.; Silva, J.B.T.; Silva, J.P.; Mello, S.C.M. Antagonistic action and bioactive metabolites of Trichoderma spp. against the
pathogens Sclerotium rolfsii and Verticillium dahliae. Summa Phytopathologica, v.40, 1.1, p.34-41, 2014.

The antagonistic effect shown by fungi of the genus Trichoderma was
assessed against the plant pathogens Sclerotium rolfsii and Verticillium
dahlia, isolated from ornamental aster and strawberry, respectively. Twenty
isolates of the antagonist were employed; they belonged to the species
T. asperellum, T. hamatum, T. harzianum, T. koningiopsis, T. spirale and
Trichoderma sp. Antagonism was investigated by means of dual culture
tests and bioactive metabolite production based on the overlapping plate

method. Most selected isolates had an inhibitory effect on the mycelial
growth of S. rolfsii and V. dahlia, compared to controls. Except for non-
volatile metabolite production tests, inhibitory action against V. dahliae
was highest. Even the thermostable non-volatile metabolites showed
inhibitory effect against both tested pathogens, evidencing that the
secondary metabolites of the antagonist have a significant effect on these
pathogenic species.

Additional keywords: plant pathogens, antagonistic fungus, biological control

Os fungos pertencentes ao género Trichoderma estdo entre os
mais estudados e utilizados como agentes de biocontrole de doengas
vegetais em todo o mundo. Esses microrganismos de vida livre e
altamente interativos no solo, nas superficies radiculares e no interior
dos tecidos vegetais (21) apresentam atividade antagdnica contra
fungos fitopatogénicos. A atividade de biocontrole pode ocorrer
indiretamente, competindo por espaco e nutrientes, modificando as
condi¢des ambientais, produzindo antibidticos, inativando as enzimas
do patdgeno ou, diretamente, mediante o micoparasitismo (5, 12), que
envolve eventos sequenciais complexos, incluindo reconhecimento,
penetracgao e subsequente morte do hospedeiro (19).

Muitas espécies de Trichoderma sdo reconhecidamente produtoras
de metabolitos secundarios, volateis e ndo-volateis, os quais apresentam
amplo espectro de a¢io antimicrobiana. E notavel o envolvimento de
linhagens dessas espécies fungicas também na ativa¢ao de mecanismos
de defesa da planta e na regulagdo do crescimento vegetal (29),
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além de atuarem na complexa interacdo entre microrganismos no
ambiente (28). Dentre os metabdlitos produzidos por Trichoderma spp.
citam-se: acido harzianico, alameticinas, antraquinonas, azafilonas,
daucanas, harzialactonas, bisorbicillinoides, butenolides, tricholina,
glisopreninas, acido heptelidico, gliovirina, pironas, tricotecenos,
isocianatos, trichosetina, viridina, peptaiboles, entre outros (18,
22). Tais metabolitos, cuja producdo ¢ atribuida a varios genes, sao
excretados nas fases de crescimento e esporulagdo e estdo entre os
produtos naturais mais importantes utilizados para inibir o crescimento
de microrganismos (3, 30).

Verticillium dahliae Kleb ¢ um fungo de solo que apresenta ampla
distribuicdo geografica, sendo capaz de infectar diversas espécies de
plantas economicamente importantes como ornamentais, olericolas
e frutiferas (20). Esse patdogeno pode induzir sintomas foliares e
vasculares com declinio ou morte prematura da planta (11). No Brasil
tem sido relatado em tomate, berinjela, jilo, algoddo, morango, quiabo
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e ¢ amplamente conhecido como agente causal da murcha-de-verticilio
(23).

Sclerotium rolfsii Sacc, outro fungo habitante do solo, é responsavel
por podriddes de raizes e do colo, murcha e tombamento de plantulas
especialmente nas zonas tropical e subtropical (25). Esse patdgeno,
mundialmente distribuido, possui vasta gama de hospedeiros, incluindo
espécies horticolas, ornamentais, leguminosas, cereais forrageiras e
daninhas (1) em 500 espécies botanicas (6).

O objetivo desse trabalho foi identificar isolados do género
Trichoderma, produtores de metabolitos volateis e ndo-volateis, capazes
de inibir o crescimento dos fungos Sclerotium rolfsii e Verticillium
dahliae.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados de Trichoderma

Foram utilizados 20 isolados de Trichoderma pertencentes a
Colecao de Microrganismos para o Controle de Fitopatdgenos e Plantas
Daninhas da Embrapa. Esses isolados, caracterizados pela regido
espacadora transcrita (ITS) do rDNA, sdo das espécies 1. asperellum
(CEN747, CEN761 e CEN786), T. hamatum (isolado CEN693), T.
harzianum (CEN691, CEN725, CEN732 e CEN779), T. koningiopsis
(CEN698, CEN703, CEN718, CEN723, CEN739, CEN758, CEN759,
CEN768, CEN776 e CEN785), T. spirale (CEN775) e Trichoderma
sp. (CEN772), todos obtidos de solo/rizosfera da cultura de morango
em area de Cerrado do Distrito Federal.

Obtencao dos fitopatogenos

Os isolados S. rolfsii e V. dahliae utilizados neste trabalho
pertencem a Colecao de Fitopatogenos da Embrapa Hortalicas. Ambos
foram obtidos de amostras de tecidos infectados de aster ornamental e
morango, respectivamente, coletadas em Brazlandia-DF.

Avaliagdo do antagonismo em cultura pareada

O antagonismo dos isolados de Trichoderma contra S. rolfsii foi
avaliado em confronto direto, utilizando o método de pareamento
de culturas, de acordo com Dennis & Webster (7). A multiplicagao
inicial, tanto dos isolados de Trichoderma quanto dos patogenos,
foi realizada em placas contendo o meio de batata-dextrose-agar
(BDA), acondicionadas em incubadora (Fanem, mod. 347), a 25
°C, fotoperiodo de 12 h, por 5 dias. Discos (5 mm de didmetro)
retirados das culturas puras dos patogenos foram depositados a
uma distancia de 1,0 cm da borda em placas de Petri, contendo o
mesmo meio. As culturas foram incubadas por 24 h, no caso de S.
rolfsii e por 10 dias para V. dahliae, nas mesmas condigdes descritas
acima. Seguidamente, o antagonista foi posicionado no lado oposto
ao patogeno.

As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas quando
toda a superficie do meio apresentava-se colonizada pelo S. rolfsii
no tratamento testemunha (patdégeno cultivado na auséncia do
antagonista) e, no caso de V. dahliae, quando o crescimento na
testemunha atingira aproximadamente a metade da placa, devido
ao seu lento crescimento em meio artificial. Cada cultivo pareado foi
realizado com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram distribuidos ao
acaso na camara de crescimento e, findo o periodo de cultivo, foram
realizadas as avaliagdes, sendo os isolados de Trichoderma classificados
quanto ao antagonismo, segundo a escala de Bell et al. (4). Ainda, as
medidas de didmetro das colonias foram tomadas com o auxilio de
régua milimetrada.
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Efeito inibitério de metabdlitos volateis e nio-volateis de
Trichoderma spp.

O efeito inibidor de metabolitos volateis foi testado conforme
descrito por Dennis & Webster (8). Duas bases de placas de Petri de
90 mm de didmetro contendo BDA receberam, individualmente, discos
(5 mm de didmetro) das culturas do patogeno e do antagonista. Apods
24 h, as bases contendo antagonista e patdogeno foram sobrepostas
¢ unidas com filme de PVC. Como testemunha, foram sobrepostas
duas bases contendo o patogeno. As placas foram incubadas a 25 °C,
com fotoperiodo de 12 h, de acordo com as descri¢des de Martins-
Corder (16). Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes em
delineamento inteiramente casualizado.

Em relagdo aos metabolitos nao-volateis, os isolados de
Trichoderma foram cultivados em frascos Erlenmeyer contendo 250
mL de meio liquido a base de batata-dextrose. A incubag@o ocorreu em
agitador orbital a 150 rpm, a 25 °C, em auséncia de luz, durante sete
dias. Apo6s esse periodo, a parte liquida foi coletada por filtragao em
papel de filtro e centrifugada a 6.081 g. A fase liquida foi esterilizada
em membrana de celulose (0,45 um) e incorporada ao meio BDA, na
proporgao de 25% (v/v). Foram preparadas quatro placas com filtrado de
cada antagonista, para cada patogeno. Discos de agar (5 mm) retirados
de culturas dos patogenos, foram depositados no centro de cada placa
de Petri contendo meio BDA suplementado com filtrado de culturas
do antagonista. As culturas assim preparadas foram incubadas a 25
°C. A testemunha consistiu de cada patdgeno cultivado na auséncia de
filtrados de culturas dos antagonistas.

As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas quando
toda a superficie do meio foi colonizada pelo S. rolfsii nas placas
testemunhas. Quanto ao V. dahliae, as avaliagdes foram realizadas
quando a testemunha atingiu aproximadamente a metade da placa. Em
todas as fases do experimento, as culturas foram incubadas em camaras
BOD a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h.

Termoestabilidade dos metabélitos nio-volateis

Os metabolitos nao-volateis produzidos por Trichoderma foram
testados quanto a termoestabilidade, de acordo com a metodologia
de Kupper et al. (14), modificada. Os procedimentos para cultivo,
incubagdo e ensaios de avaliagdo foram conduzidos como descrito
no item avaliagdo em cultura pareada, porém os filtrados de cultura
foram submetidos a aquecimento a 121 °C por 20 min, antes de serem
incorporados ao meio de cultivo.

Analise estatistica

Para os dados de inibi¢do dos patoégenos S. rolfsii e V. dahliae,
foi considerado primeiramente o desempenho dos isolados em cada
tipo de metabolito (ndo-volatil, volatil e termoestavel) por meio de
diagramas de caixa (boxplot) para verificar a inibi¢do mediana, além da
dispersdo de cada isolado na inibi¢do dos patdgenos. Adicionalmente,
utilizaram-se ferramentas estatisticas para analise de agrupamentos, em
que os isolados foram agrupados pelo algoritmo hierarquico de ligagao
média, utilizando como métrica a distancia euclidiana. O niimero 6timo
de grupos foi determinado por meio do algoritmo PAM (Partitioning
Around Medoids) e 0 método do comprimento médio de silhueta—uma
medida que compara a distancia média de cada observagdo aos pontos
de seu agrupamento e sua distancia aos pontos do agrupamento vizinho.
Esta medida varia entre -1 e 1, e deve ser maximizada; considera-se
que valores entre 0,51 e 0,70 desta medida, apontam uma estrutura
de agrupamentos razoavel, enquanto valores entre 0,71 e 1 indicam
estrutura forte. Por fim, para cada isolado, realizou-se um teste de
comparagao de médias de metabodlitos volateis com nao-volateis e
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ndo-volateis com termoestaveis através do teste de Tukey, considerando
o nivel de 5% de significancia estatistica. Para desenvolvimento das
analises adotou-se o programa de linguagem estatistica R, livre para
download no sitio http://www.r-project.org/.

RESULTADOS

Avaliacdo do antagonismo em cultura pareada

Nos testes de antagonismo observou-se inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de S. rolfsii e V. dahliae quando confrontados
com os 20 isolados de Trichoderma (Tabela 1). O isolado CEN691
(T harzianum) apresentou grau maximo (classe 1) de antagonismo
da escala de Bell et al (4), inibindo totalmente o crescimento dos dois
fitopatogenos. Esse isolado foi o tinico a exibir maximo de inibigdo
de crescimento micelial do S. rolfsii in vitro. Para V. dahliae, apenas
o isolado CEN775 (T spirale), apresentou baixa atividade antagonica
(classe 4), ao contrario dos outros 19 isolados de Trichoderma que
apresentaram maximo de inibigdo (classe 1) neste pareamento.

Avaliacido do efeito inibitorio de metabolitos volateis, nao-
volateis e ndo-volateis termoestaveis produzidos por isolados de
Trichoderma spp.

O resumo estatistico para os metabolitos volateis, representados
pelo boxplot da Figura 1 A mostra que apenas os metabolitos produzidos
pelos isolados CEN725 (T. harzianum), CEN776 (T. koningiopsis)

Tabela 1: Classifica¢@o dos isolados de Trichoderma quanto ao antagonismo
exercido sobre Sclerotium rolfsii e Verticillium dahliae.

ISOLADOS *Classe

S. rolfsii V. dahliae
CEN691 1 1
CEN693
CEN698
CEN703
CEN718
CEN723
CEN725
CEN732
CEN739
CEN747
CEN758
CEN759
CEN761
CEN768
CEN772
CEN775
CEN776
CEN779
CEN785
CEN786

W W ok~ b~ b~ P, P PR PR PR DLW LW W W W W W W
—_

*Classificagao em conformidade com a escala de Bell et al. (1982).

36

e CEN786 (T. asperellum) apresentaram inibi¢do de S. rolfsii
significativamente superior a 60%, enquanto em relacdo aos outros
isolados o percentual de inibi¢do do crescimento micelial ficou entre
40% e 60%. Analisando a similaridade entre todos os isolados, o
algoritmo PAM estimou a formagdo de dois grupos, sendo o primeiro
contendo apenas a testemunha e o segundo, os demais isolados (Figura
2A). Quanto a V. dahliae, todos os isolados de Trichoderma testados
mostraram desempenho semelhante, com agao inibitdria proximo a
80%. Na testemunha ndo houve alteragéo no crescimento do Verticilium
(Figura 1B). Novamente, o algoritmo PAM mostrou a separagdo da
testemunha dos demais isolados. Em ambas as analises de similaridade,
o comprimento médio da silhueta foi maior que 0,70, mostrando forte
estrutura de formacao dos grupos estimados (Figuras 2A, 2B).

Em relacdo aos metabdlitos ndo-volateis, os isolados CEN725 (T.
harzianum) e CEN768 (T. koningiopsis) foram os que apresentaram os
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Figura 1. Boxplot do percentual de inibicdo de Sclerotium rolfsii (A) e
Verticillium dahliae (B) por metabolitos volateis produzidos por isolados de
Trichoderma.
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Figura 2. Dendograma do agrupamento dos isolados de Trichoderma que inibiram Sclerotium rolfsii (A) e Verticillium dahliae (B) pela produgio de metabolitos

volateis.

melhores resultados, com os seus metabolitos inibindo completamente
o crescimento de S. rolfsii, ja CEN698 ¢ CEN703 (7. koningiopsis) e
CEN772 (Trichoderma spp.) mostraram performances semelhantes,
com aproximadamente 60% de inibicdo do patogeno, enquanto os
isolados CEN691, CEN732, CEN779 (T. harzianum), CEN775 (T.
spirale) e CEN785 (T. koningiopsis) ndo mostraram agao inibitoria
(Figura 3A). O algoritmo PAM estimou 6 grupos para esses isolados e
o comprimento médio da silhueta (0,76) indicou boa qualidade nessa
formagdo (Figura 4A). Em relacdo V. dahliae, o isolado CEN768
(T. koningiopsis) inibiu completamente o crescimento do patogeno,
enquanto CEN698 (7. koningiopsis) apresentou a segunda maior
propor¢ao de inibigdo, em torno de 70%. Em seguida, aparecem os
isolados CEN747, CEN761 e CEN786 (T. asperellum), com taxas de
inibigdo proximas de 55% (Figura 3B). O algoritmo PAM também
estimou a formacdo de 6 grupos com estrutura razoavel, segundo o
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comprimento médio de silhueta (0,62); dois dos grupo sdo constituidos
por apenas um isolado cada, CEN768 ¢ CEN698 (Figura 4B).

Para os metabolitos ndo-volateis termoestaveis, os isolados CEN747
e CEN786 (T. asperellum), CEN698 e CEN768 (T. koningiopsis),
apresentaram inibigdo de S. rolfsii superior a 50% (Figura 5A). Destes,
CEN768 ¢ CEN786 sdo os isolados que apresentaram maior inibi¢ao.
O algoritmo PAM estimou a existéncia de 4 grupos, cuja estrutura
¢ fortemente sustentada pelo comprimento da silhueta (0,7951),
observada na Figura 6A. Quanto a V. dahliae, o isolado CEN698
mostrou o melhor desempenho na inibigdo do patogeno, seguido pelos
isolados CEN747 e CEN768 com inibi¢do em torno de 60%, e os
isolados CEN761 ¢ CEN786 (T. asperellum), com aproximadamente
54% de inibi¢do, conforme mostra o boxplot da Figura 5B. Quanto a
similaridade desses isolados, 0 PAM estimou dois grupos. Notadamente,
a separag@o ocorreu entre os isolados com inibi¢ao abaixo de 40% e
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Figura 3. Boxplot do percentual de inibigao de Sclerotium rolfsii (A) e Verticillium dahliae (B) por metabolitos nao-volateis produzidos por isolados de Trichoderma.
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Figura 6. Dendograma do agrupamento dos isolados de Trichoderma que inibiram Sclerotium rolfsii (A) e Verticillium dahliae (B) pela produgdo de metabolitos

ndo-volateis termoestaveis

38



Tabela 2. Médias (%) + desvios padrdo da inibi¢ao de S. rolfsii por metabodlitos volateis, ndo-volateis e ndo volateis termoestaveis produzidos por isolados de

Trichoderma spp.

Sclerotium rolfsii

Volateis Nao-Volateis Nao-Volateis Termoestaveis
CEN691 46,38 +5,16 a 0b 0
CEN693 43,85+2,36 a 5,22+0,55bB 28,3+ 16,08 A
CEN698 61,37+281a 62,45+ 1,92 aA 62,45+ 3,78 A
CEN703 4495+3,71b 61,35+2,64 aA 0B
CEN718 50,38 2,98 a 42,02 +4,48 bB 0B
CEN723 52,17+6,17a 16,77 + 6,56 bA 19,85 +2,05A
CEN725 67,57+1,43b 100+ 0,0 Aa 0B
CEN732 558+596a 0b 0
CEN739 4523 +6,88a 10,93 + 1,6 bA 29,1+ 1,62A
CEN747 61,05+3,96a 48,98 + 5,66 bA 51,35+ 0,94 A
CEN758 56,48 £2,86 a 32,17 +4,12 bA 3535+552A
CEN759 59,55+ 10,1a 30,53 +2,15 bA 37,45+6,81 A
CEN761 52,88 +537a 35,1 £4,01 bA 36,75 +4,34 A
CEN768 61,47+495b 100 £ 0,0 aA 78,05+9,3 B
CEN772 443+£422b 59,65+ 0,98 aA 55+1,27B
CEN775 44,00 +3,7 a 0b 0
CEN776 67,74+ 132a 32,17+ 1,73 bA 0B
CEN779 3898+235a 0b 0
CEN785 4984+ 122a 0b 0
CEN786 66,2+3,64a 40,22 +2,6 bB 74,42 £ 1,37 A
Testemunha 0 0 0

Letras minusculas iguais mostram que o isolado ndo difere quanto a inibi¢ao do patogeno volatil e ndo-volatil, e letras maitsculas iguais mostram que o isolado nao
difere quanto a inibi¢do do patdgeno nao-volatil e ndo-volatil termoestavel, segundo o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia estatistica.

aqueles superiores aos 40%. Dado o valor de 0,7349 para o comprimento
médio de silhueta, considerou-se que a estrutura de agrupamentos
encontrada foi forte (Figura 6B).

Metabolitos volateis vs nao-volateis

A propor¢do média de inibicdo do patdgeno S. rolfsii entre
metabolitos volateis e ndo-volateis foi estatisticamente igual apenas para
o isolado CEN698 (T koningiopsis), como mostrado na Tabela 2. Para
V. dahliae, com excegdo da testemunha, todos apresentaram diferenga
significativa entre metabolitos volateis e ndo-volateis (Tabela 3).

Metabolitos niio volateis vs nio-volateis termoestaveis

Ao nivel de 5% de significancia estatistica, a a¢ao dos metabolitos
ndo-volateis e ndo-volateis termoestaveis ndo difere para os isolados
CEN698, CEN 723, CEN 758 ¢ CEN 759 (T koningiopsis) e CEN 747¢
CEN 761 (T asperellum) na inibi¢ao de S. rolfsii. O mesmo resultado
V. dahliae, para os isolados CEN761 ¢ CEN786 (T. asperellum);
CEN725 e CEN732 (T. harzianum); CEN703, CEN739 ¢ CEN759
(T. koningiopsis). As Tabelas 2 e 3 mostram as propor¢des médias de
inibicdo desses patogenos seguidas do desvio padrao para cada isolado

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 40, n. 1, p. 34-41, 2014

do agente de biocontrole.
DISCUSSAO

Os fungos do género Trichoderma utilizam, para sua sobrevivéncia
e proliferagdo, diferentes mecanismos de agao contra seus competidores,
incluindo a¢@o direta ¢ degradagdo e uso de carboidratos complexos
(12), que os tornam um dos mais bem sucedido colonizadores dos seus
habitats, quer pela utilizagdo eficiente de substrato, quer pela capacidade
de secrecdo de metabolitos (24).

A maior inibi¢do de crescimento micelial de V. dahliae a 19
isolados de Trichoderma em relagdo a S. rolfsii, que foi inibido em
grau maximo por apenas um dos isolados, pode estar relacionada a
origem dos isolados de Trichoderma, ja que os mesmos foram obtidos
de rizosfera/solo da cultura do morango (26). Como V. dahliae foi
isolado de morango infectado e S. rolfsii de aster, pode-se supor que 0s
isolados de Trichoderma provenientes de morango tenham uma agéo
mais efetiva do que os provenientes de outras culturas, ou que S. rolfsii
apresente estratégia de defesa mais eficaz. Segundo Duffy et al (9) os
antagonistas utilizam diferentes mecanismos de dominio nas interagdes
com patdgenos, esses por sua vez tém surpreendentemente diversas
respostas para neutralizar o antagonismo. Howell (13) menciona que,
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Tabela 3. Médias (%) + desvios padrio da inibicdo de V. dahliae por metabolitos volateis, ndo-volateis e ndo volateis termoestaveis produzidos

por isolados de Trichoderma spp.

Verticillium dahliae

Nao-Volateis

Volateis Nao-Volateis Termoestivels
CENG691 82,27+6,61 a 6,66 £ 0,0 bB 12,12+ 1,21 A
CEN693 81,21+0,49 a 14,53 = 1,0 bA 13,01 +0,33 B
CENG698 80,45+ 1,03 a 68,94 + 0,58 bB 72,15+ 1,74 A
CEN703 8l121+1,4a 29,09 +4,23 bA 22,73+6,72 B
CEN718 82,42 +0,86 a 36,97 £4,11 bA 28,84+3,17B
CEN723 81,96+03a 39,69 + 2,64 bA 31,21+3,23B
CEN725 79,69+2,13 a 23,02 +3,5 bA 22,12+ 1,6 A
CEN732 7939+ 1,11a 20,6 £12,99 bA 18,94+ 1,6 A
CEN739 81,36 £0,58 a 35,6 £5,25 bA 30,75 +4,03 A
CEN747 80,91 £235a 55,9+ 1,03bB 61,66+ 0,58 A
CEN758 82,12+ 0,61 a 26,51 + 3,82 bA 19,83 +5,05B
CEN759 80,45+2,98 a 50,6 £ 0,35 bA 46,36 4,71 A
CEN761 79,54 +1,74 a 53,33 +2,62 bA 53,1716 A
CEN768 81,66+ 1,25b 100 + 0,0 aA 60,75+2,77B
CEN772 81,05+0,58 a 36,2+ 3,68 bA 24,09+421B
CEN775 77,87+2,07 a 7,42+0,91 bB 18,79 +9.8 A
CEN776 80,15+ 1,94 a 21,96 + 0,76 bA 156+1,82B
CEN779 79,54 £0,76 a 10,3 £ 0,49 bA 8,63+1,35B
CEN785 80,45+ 1,03 a 38,18 2,62 bA 18,94+ 3,44 B
CEN786 79,84 £2,06 a 56,21 £2,39 bA 54,09+ 1,15A

Testemunha 0 0 0

Letras minusculas iguais mostram que o isolado ndo difere quanto a inibigao do patégeno volatil e ndo-volatil, e letras maitsculas iguais mostram que o isolado
nao difere quanto a inibi¢do do patdégeno nao-volatil e nao-volatil termoestavel, segundo o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia estatistica.

talvez, o melhor método para obter um potencial agente de biocontrole
seja isolar espécies de Trichoderma de areas de solos e plantas onde
a doenga esteja ocorrendo. O ensaio de cultura pareada ¢ importante
para selecionar isolados que tenham maior atividade antagonica e de
micoparasitismo (17).

Apesar de o crescimento e o enrolamento de hifas serem importantes
na interagdo parasitica, por si s6 ndo garantem sucesso no controle
biologico (2). Alguns autores mencionam que a agdo sinergistica
atribuida a produgdo de enzimas e antibidticos, simultaneamente, possa
explicar esse sucesso. O principal interesse ¢ naqueles compostos que
apresentam atividade antibiotica e que, provavelmente, estdo implicados
na eficacia do isolado em atuar como agente de biocontrole (22).

A variedade e o numero de compostos encontrados no metaboloma
de espécies de Trichoderma sao surpreendentemente altos e incluem
enzimas liticas e hormonios, além de muitos metabolitos secundarios
com importantes fungdes biologicas (15). Em 90% das aplicacoes de
antagonistas no controle de fungos fitopatogénicos tém sido utilizadas
diferentes linhagens/espécies de Trichoderma (5) e a antibiose tem
sido considerada um dos principais mecanismos de agdo desses
microrganismos (22).

Na avaliagdo da suscetibilidade de S. rolfsii e V. dahliae aos
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metabdlitos secundarios volateis, ndo-volateis e ndo-volateis
termoestaveis secretados pelos isolados de Trichoderma testados,
verificou-se uma varia¢do no percentual de inibi¢do do crescimento
micelial desses patogenos, dependendo do metabolito avaliado (Figuras
1,3 e5). Os resultados mostraram que V. dahliae foi mais suscetivel a
acdo dos metabolitos produzidos pelos isolados de Trichoderma, com
inibigdo acima de 70%, do que S. rolfsii, em que os metabolitos ndo-
volateis de cinco isolados e os metabdlitos ndo-volateis termoestaveis
de nove isolados nao influiram em seu crescimento (Figuras 3 e
5). Esses dados confirmam a maior interagdo antagénica verificada
nos estudos de pareamento anteriormente discutidos (Tabela 1). No
teste de termoestabilidade, apesar de ter havido uma diminui¢ao
nas porcentagens de inibi¢do, os metabdlitos de Trichoderma spp.
se mantiveram ativos mesmo apds autoclavagem, pois inibiram o
crescimento micelial dos patdégenos, indicando o potencial desses
metabolitos antifiingicos, nas condi¢des experimentais utilizadas.
Diversos estudos tém mencionado varia¢dao de sensibilidade dos
fungos fitopatogénicos a metabolitos produzidos por antagonistas (9).
Segundo Martin-Corder & Melo (16), a capacidade de Trichoderma
produzir metabolitos secundarios e o seu efeito fungicida pode variar
entre espécies, entre isolados da mesma espécie (27) e em fungdo
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dos compostos antifungicos secretados (15). Analises qualitativas e
quantitativas de metabolitos produzidos por diferentes isolados de
Trichoderma sao muito importantes para selecionar os biologicamente
ativos (10). Narealidade, os mecanismos empregados pelos agentes de
biocontrole sdo muitos complexos e sua a¢éo varia de acordo com o tipo
de agente de biocontrole, do patdgeno e da planta hospedeira envolvida
na interagdo (13). A aplicacdo dos metabdlitos de Trichoderma, obtidos
via cultivo massal desses fungos ou por meio de sintese quimica,
pode viabilizar a obten¢do de novos biofertilizantes e biopesticidas
baseado em compostos bioativos. Isto poderia ter um efeito benéfico
significativo no impacto sobre o manejo de doengas em plantas (30).

O entendimento dos mecanismos de acdo envolvido no antagonismo
de isolados Trichoderma sobre fitopatégenos ¢ importante para a
selegdo de agentes de biocontrole eficientes, sem esquecer que esse
potencial deve ser também avaliado em condigdes de campo, pois o
nivel de controle bioloégico de um patdogeno pode variar em funcéo
do agente de biocontrole utilizado e sua capacidade de adaptagdo
as condigdes bidticas e abioticas (7, 8), dentro e entre espécies de
Trichoderma.
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