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RESUMO GERAL

Os fungos do género Trichoderma sdo amplamente estudados como agentes de controlo biologico,
com diferentes mecanismos de agdo, como a interac¢do antagdnica com outros fungos patogénicos
ou contribuindo para o aumento e desenvolvimento da planta que abriga. Bioprospecgdo de
metabdlitos produzidos por espécies deste género tem sido o foco de muitos estudos por
pesquisadores em varias partes do planeta, considerando-se que existem varias vantagens no
controle biol6gico em relagdo ao produto, pois ndo polui, ndo desequilibra 0 meio ambiente ou
deixa residuos, € barato e facil de aplicar. Alem disso, os organismos endofiticos desenvolveram ao
longo do tempo uma co-evolugdo com os seus hospedeiros, principalmente em vias metabolicas.
Assim, nosso objetivo foi avaliar a interacdo de isolados de Trichoderma spp. do Pantanal e Cerrado
contra Sclerotinia sclerotiorum, através do controle bioldgico. Ou seja, estes endofiticos foram
avaliados quanto a sua capacidade em exercer a acdo antagbnica contra o fungo fitopatogénico e
producdo de metabolitos secundéarios biologicamente ativos.



ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma are widely studied as biological control agents, with different
mechanisms of action, as in antagonistic interaction with other pathogenic fungi and enhancing the
growth and development of the plant that houses it. Bioprospecting of metabolites produced by
species of this genus has been the focus of many studies by researchers in various parts of the
planet, considering that there are several advantages in biological control in relation to the chemical
because it does not pollute, does not unbalance the environment and or leave residue, and is cheap
and easy to apply. In addition, endophytic organisms have developed specific along its co-evolution
with their hosts metabolic pathways. Thus, our purpose was to evaluate the interaction of isolates of
the Pantanal and Cerrado Trichoderma spp. with Sclerotinia sclerotiorum through biological
control. le, these endophytes form evaluated for their capacity to exert antagonistic action with the
plant pathogenic fungus and production of biologically active secondary metabolites.



INTRODUCAO GERAL

Fungos endofiticos sdo considerados organismos mutualistas de plantas, ocorrendo nas
partes superiores destas, e, ocasionalmente, nas raizes, onde séo distinguiveis das micorrizas pela
auséncia de hifas. Recebem nutricdo e protecdo da planta hospedeira, fornecendo aumento da
resisténcia da espécie que o abriga, alterando a alocagdo de recursos, melhorando sua capacidade
competitiva, aumentando sua resisténcia a herbivoros, patdgenos e a varios estresses bidticos e
abidticos. Efeitos diretos e indiretos, que resultam em beneficios para as plantas hospedeiras diante
de fatores de estresse, incluem entre outros, a producdo de metabdlitos secundarios pelos fungos
endofiticos (ARNOLD & LUTZONI, 2007; RODRIGUEZ, et al., 2009; YUAN et al., 2010).

Um dos principais métodos de controle de agentes abidticos causadores de pragas e doencas
em plantas cultivadas ainda estd baseado na pulverizacdo de grandes quantidades de pesticidas
sintéticos, 0 que pode deteriorar severamente a salde do planeta, principalmente através de efeitos
colaterais a0 homem, aos animais e ao ambiente (MONTESINOS, 2003). A utilizacdo de processos
naturais como antagonismo, simbiose e parasitismo de espécies vegetais economicamente
importantes com microrganismos benéficos, certamente dard suporte para o desenvolvimento de
alternativas menos agressivas ao meio ambiente (HALL & BARRY, 1995; MCSPADDEN et
al.2002)

Estudos recentes tém demonstrado que fungos endofiticos possuem a habilidade de proteger
hospedeiros de doencas causadas por fungos fitopatogénicos. Gao e colaboradores (2010) apontam
a ocorréncia de efeitos diretos (interacdo entre endofitico e patdgeno), efeitos indiretos (aumento da
resisténcia da planta) e efeitos ecologicos (ocupacdo de nichos ecoldgicos). No caso de efeitos
diretos, os endofiticos suprimem diretamente o patdgeno através da producdo de antibioticos e/ou
secretando enzimas liticas (ARNOLD et al., 2003; GANLEY et al., 2008). Segundo Berg (2009), o
antagonismo microbiano inclui (1) a inibicdo do crescimento do patdgeno por antibiéticos difusiveis
e compostos organicos volateis (VOCs), toxinas, surfactantes e biosurfactantes; (2) competicdo por

sitios de colonizacdo e nutrientes; (3) competicdo por minerais, como exemplo, por ferro, através da
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producdo de sideroforos (peptideos de sintese ndo-ribossdmica); (4) degradagdo de fatores de
patogenicidade, por exemplo toxinas e (5) parasitismo que pode envolver a producdo de enzimas
liticas. Dentre os efeitos indiretos nas plantas pode-se citar a inducéo de resisténcia, estimulo de
producdo de metabolitos secundérios e melhoramento do vigor e fisiologia, enquanto os efeitos
ecoldgicos sdo a ocupagdo dos nichos ecoldgicos, hiperparasitismo e predacdo (GAO et al., 2010).

1.1)  Género Trichoderma

O género Trichoderma spp. é representado por fungos filamentosos, tropicais, micoparasitas
oportunistas, sapréfagos e cosmopolitas (HARMAN, et al., 2004; WOO & LORITO, 2007;
VINALE et al., 2008). Estdo presentes em folhas, raizes e no solo, utilizando diversos substratos,
com grande resisténcia a substancias de defesa das plantas, sendo comuns em solos agricolas,
pradarias, florestas e solos de deserto, em diferentes zonas climaticas (KUBICEK et al., 2003;
DANIEL & FILHO, 2007).

De acordo com Woo e Lorito (2007), espécies de Trichoderma sdo extensivamente
estudadas ha mais de 70 anos e sdo comercializadas mundialmente como biofungicidas,
bioestimulantes vegetais e agentes de alteracfes bioldgicas no solo. Com mais de 100 espécies
definidas, tal fungo teve seus primeiros estudos datados por volta de 1794 (SCHUSTER &
SCHMOLL, 2010). Mais de 50 diferentes espécies isoladas do género Trichoderma foram a base de
produtos agricolas com funcdo de protecdo e melhoria de rendimento, devido a producdo de
enzimas, metabolitos com efeito toxico ou inibitdrio e forte atividade sobre uma grande variedade
de fungos patogénicos, entre 0s quais estdo Alternaria spp., Pythium spp., Phytophthora spp. e
Colletotrichum spp., além da producéo de mais de 200 antibidticos altamente toxicos sobre células
de diferentes espécies em geral (WOO & LORITO, 2007; VINALE et al., 2008).

Alguns sesquiterpenos foram isolados de caldos de culturas de Trichoderma spp. (ZHENG
et al.,, 2011; LI et al., 2011), e ha estudos que comprovam a estimulacdo a resisténcia da planta
hospedeira por terpenoides extraidos de Trichoderma virens (HOWELL et al., 1999). Em estudos

de interacdo Trichoderma spp. e hospedeiro, observou-se que este fungo coloniza raizes e induz
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deposicdo de material de parede e compostos fendlicos na planta, limitando o crescimento dos
fungos patogénicos no interior do tecido cortical. Além disso, pode ocorrer a liberacdo de
giberelinas que atuam como moduladores de reagdes de defesa, bem como na producdo de B-
glicosidases PYK10 (localizadas no reticulo endoplasmético) e &cido salicilico neste processo
(SCHAFER et al., 2009). Estudando o biocontrole com Trichoderma harzianum em campo,
verificou-se a sua eficiéncia e viabilidade para o controle do mofo-branco da soja em éareas de
Cerrado (GORGEN, 2009).

Na literatura sdo relatadas vérias classes de compostos liberados por Trichoderma spp. nas
zonas de interacdo e que induzem resisténcia em plantas, como xilanases, celulases e swolenina,
envolvidas na inducdo de necrose e de reagfes localizadas (BRUNNER et al., 2003), além de
endoquitinases que parecem estar relacionadas a inducéao de proteinas PR (HARMAN, et al., 2004).
Outras proteinas e peptideos sdo ativados na inducdo da sintese de fitoalexinas e peroxidases em
algoddo, dentre elas pequenas proteinas denominadas SM1, produzida por Trichoderma spp.
(DJONOVIC et al., 2006). Além destas, foram identificadas proteinas denominadas hidrofobinas, as
quais induzem o desenvolvimento de raiz e resisténcia as doengas (RUOCCO et al., 2007), produtos
de genes Avr (WOO & LORITO, 2007) e uma classe de peptideos lineares de cadeia curta, 0s
peptailbols, com atividade bioldgica relacionada aos canais da membrana plasmatica (DANIEL &
FILHO, 2007; DJONOVIC et al., 2006; HARMAN, 2004; LORITO et al., 2010).

Existem limitagbes para utilizagdo de Trichoderma spp. como ferramenta no biocontrole,
como a auséncia de estudos relativos a doses, aplicacdo, monitoramento e o desconhecimento da
ecologia e da fisiologia do género, principalmente para utilizacdo em culturas economicamente

importantes no Brasil, como a soja (MELO, 1996).

1.2) Doengas Economicamente Importantes em Soja
A soja (Glycine max L.) atualmente € a cultura agricola mais importante no Brasil, com o

desenvolvimento da novas cultivares adaptadas as diferentes regides agroclimaticas. O Brasil € o
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segundo maior produtor mundial de soja atras apenas dos EUA. Na safra 2012/2013, a cultura
ocupou uma area de 27,7 milhGes de hectares, o que totalizou uma producdo de 81,5 milhGes de
toneladas. A produtividade média da soja brasileira foi de 2.938 kg por hectare (CONAB, 2014).

O ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum (mofo-branco) é atualmente a doenga da soja mais
preocupante, ao lado da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi). O fungo produz estruturas de
resisténcia (esclerddios) que, uma vez produzidos nas plantas doentes, podem permanecer viaveis
no solo por mais de 12 anos. A rotacao de cultura, apesar de reduzir a producéo de mais esclerodios,
é dificultada uma vez que o fungo é polifago, atacando 408 espécies de plantas dentro de 278
géneros e 75 familias, sendo que a sua disseminacgdo se da principalmente por sementes infectadas.
A doenca é mais séria em lavouras com excesso de populacéo de plantas, onde ocorre acamamento
e em anos chuvosos, principalmente durante o periodo da floragido (GORGEN, 2009).

Atualmente o controle de S. sclerotiorum é feito basicamente em um sistema integrado de
medidas, como rotacdo de culturas, espacamento entre linhas, uso de fungicidas, controle biolégico
e utilizacdo de sementes isentas do patégeno. Porém o controle é dificil devido a formacdo dos
esclerédios (EMBRAPA, 2010). No Brasil, esta disseminado em todo o pais, com maior incidéncia
principalmente nos estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, assim como nas regides que apresentam
condicdes climaticas favoraveis ao patdgeno. Em Goias, a doenca em lavouras comerciais levou a
perdas de até 33% na safra 2005/06 e sua presenca foi observada em quase toda a area de cultivo da
leguminosa na safra 2007/08 (GORGEN, 2007)

Um estudo utilizando Clonostachys rosea comprovou ser uma forma antagonica eficaz
sobre S. sclerotiorum em experimentos em estufa, onde os principais mecanismos envolvidos foram
a producdo de metabolitos (N-acetil-B-D-glucosaminidase) e micoparasitismo (RODRIGUEZ et al.,
2011). O biocontrole com Trichoderma harzianum em campo e uso da palhada de Brachiaria
ruziziensis foram eficientes e viaveis para o controle do patégeno em areas de Cerrado (GORGEN,
2009), enquanto todos os trabalhos que avaliaram a acdo inibitoria de Trichoderma spp. sobre S.

sclerotiorum (in vitro), apresentaram resultados positivos reafirmando o potencial para estudos de
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biocontrole do mofo-branco utilizando Trichoderma spp. (WHIPPS, 1987; REMUSKA & PRIA,
2007; ETHUR et al., 2005; LOUZADA et al., 2009; DELGADO et al., 2007; SILVA & MELLO,
2007).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. obtidos no
Mato Grosso do Sul, Pantanal e Cerrado, dando continuidade aos estudos do Grupo de Pesquisa
BIOPROSPECTAR, que investiga a atividade biologica de plantas, microrgranismos, ou seus
produtos, advindos da flora e da micobiota nativas do Pantanal e Cerrado. O intuito foi observar a
acdo destes isolados sobre o crescimento de S. sclerotiorum e realizar estudos do perfil de
metabdlitos secundarios, visando correlacionar a atividade fungicida dos isolados com o0s

metabdlitos majoritarios produzidos por eles.
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RESUMO

Experimentos utilizando métodos de biocontrole utilizando Trichoderma spp. sobre Sclerotinia
sclerotiorum apresentaram efeitos positivos contra a doenca devido sua ampla distribuicdo geogréafica e
acdo de seus compostos ativos, principalmente os peptabidticos e CDWEs. O objetivo deste trabalho
foi testar os a acdo inibitoria de trés isolados de Trichoderma spp. de diferentes regides de Mato Grosso
do Sul (Brasil) sobre o crescimento de Sclerotinia sclerotiorum in vitro, através de testes de
metabolitos volateis, confrontacdo direta e inibicdo com meios ricos em extratos. O isolado BVD0001,
coletado de folhas de jovens de Vochysia divergens, Pantanal da Nhecoléndia, apresentou os melhores
resultados devido a simbiose com sua hospedeira, enquanto o isolado CRBEP0002, saprofitico do
Pantanal de Miranda Abobral, ndo foi avaliado como um eficiente inibidor/competidor devido a perda
de muita area micelial. Necessitando assim de mais estudos para definir quais sdo as classes de
compostos ativos dos testes deste trabalho.

1. INTRODUCAO

O mofo-branco, causado pelo ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum é atualmente a doenca da
soja mais importante economicamente, devido as grandes perdas causadas na producdo. Este fungo
produz estruturas de resisténcia, os esclerodios, que podem permanecer viaveis no solo por mais de 12
anos (GORGEN, 2009). No Brasil, esta disseminado em todo o pais, com maior incidéncia
principalmente nos estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, assim como nas regides que apresentam
condicdes climéticas favoraveis ao patdogeno. Em Goiés, a doenca em lavouras comerciais levou a
perdas de até 33% na safra 2005/06 e sua presenca foi observada em quase toda a area de cultivo da
leguminosa na safra 2007/08 (GORGEN, 2007)

Experimentos utilizando métodos de biocontrole com Trichoderma sp. sobre S. sclerotiorum
apresentaram efeitos positivos contra a doenca, tanto in vitro (WHIPPS, 1987; REMUSKA & PRIA,
2007; ETHUR et al., 2005; LOUZADA et al., 2009; DELGADO et al., 2007; SILVA & MELLO,
2007) quanto em campo (GORGEN, 2009; RODRIGUEZ et al., 2011), tendo como principais

compostos com acao inibitoria os peptabidticos e CDWESs, que sdo enzimas de degradacdo de parede

celular dos Trichoderma spp. (HARMAN et al., 2012; GERALDINE et al., 2013).
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Os peptabidticos, também chamados de leucinostatinas, sdo lipopeptideos de cadeia linear
composto por 11 aminoécidos, conhecidos por suas propriedades antibidticas e citotoxicas (ISHIGURO
& ARAI, 1976).

Fungos do género Trichoderma tém sido extensivamente estudados em ensaios de biocontrole.
Segundo Louzada et al.(2009), Trichoderma spp. tem ampla representacdo geografica e apresenta
resultados positivos em ensaios de antagonismo in vitro sobre S. sclerotiorum. A literatura apresenta
dados que confirmam esse potencial, como o trabalho de Menendez & Godeas (1998), que mostrou que
T. harzianum reduziu a viabilidade de esclerddios em 62,5%. Outros trabalhos incluem estudos com T.
viride (HANNUSCH & BOLAND, 1996), T. harzianum (ILLIPRONTI & MACHADO,1993), T.
virens (ETHUR et al., 2005), Trichoderma sp. (REMUSKA & PRIA, 2007) e Trichoderma spp.
(LOPES et al., 2012).

Trichoderma spp. apresentam mecanismos de biocontrole com efeitos diretos como antibiose,
competicdo, micoparasitismo e inativacdo das enzimas do fitopatdgeno; e efeitos indiretos — como a
inducdo de resisténcia em plantas hospedeiras (SILVA & MELLO, 2007). De acordo com Bettiol et al.
(2012), existem 55 Trichodermas comerciais registrados, com base as espécies T. harzianum, T. viride
e T. virens, além de outros isolados ndo identificados pelas empresas.

A Micoteca da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul possui isolados de Trichoderma
spp. obtidos de folhas de Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae), uma espécie nativa do Pantanal
(MS), de amostras de solo do Pantanal (MS) e de sementes de Urochloa bizantha cv. Piatd, uma
forrageira utilizada como pastagem no Mato Grosso do Sul. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi testar a

acdo inibitdria dos isolados de Trichoderma spp. sobre o crescimento de S. sclerotiorum in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS
As metodologias deste trabalho foram realizadas na Micoteca, Laboratério de Farmacognosia e
Laboratorio de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biologicas e Saude da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, enquanto as técnicas de germinagdo dos esclerodios e avaliagdo da S. sclerotiorum
aconteceram no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande — MS.
2.1 Material Bioldgico
Neste trabalho foram utilizados trés isolados de Trichoderma spp.:

a) Isolados de folhas jovens de Vochysia divergens Pohl (Vochysiaceae) da sub-
regido do Pantanal, Pantanal da Nhecolandia (coordenadas S 18° 49’ 57,17 ¢ W 55° 49’ 35,6”),
entre as fazendas Boqueirdo e Nhuvai. A coleta foi realizada no periodo de cheia (fevereiro de
2009). O isolado foi registrado na Micoteca do CCBS/UFMS sob o cddigo BVD0001.

b) Isolados de amostras de solo, na sub-regido do Pantanal de Miranda Abobral
(coordenadas S 19° 34° 37,6” e W 57° 01’ 09,4”). A coleta foi realizada no periodo de seca (maio
de 2012). O isolado foi registrado na Micoteca do CCBS/UFMS sob o cédigo CRBEP0002.

C) Isolados de sementes de Urochloa bizantha cv. Piatd (A. Rich.) R.D. Webster,
(Poaceae) no municipio de Agua Clara, Mato Grosso do Sul, safra 2010/2011. O isolado foi
registrado na Micoteca do CCBS/UFMS sob o0 numero ACBB0003.

Culturas de Sclerotinia sclerotiorum foram cedidas pelo Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Gado de Corte — Campo Grande/MS, coletado na Fazenda Grimm — Sido Gabriel D’Oeste/MS

e isolado em janeiro de 2012.
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2.2 Cultivo dos Trichodermas spp. em Meio Liquido e Curva de Crescimento

Os trés isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em meio BDA solido por sete dias a 30°C.
Foram retirados discos de 6 mm de didmetro e inoculados, separadamente, em 50 mL de meio liquido
Czapek (PIZZIRANI-KLEINER et al., 2010), acondicionados em agitador sob a mesma temperatura
por 20 dias, em quaro repeticles, totalizando quarenta frascos para cada isolado. Essas amostras foram
filtradas a vacuo, em intervalos de 48 horas, lavadas exaustivamente em agua destilada e autoclavada,
para retirada do excesso de meio, pesadas com auxilio de balanca analitica e secas em estufa a 40°C até
atingir peso constante. A curva de crescimento foi obtida de trés repeticdes de toda a metodologia para
cada isolado. Os filtrados (meio de cultura) e as amostras de massa micelial foram acondicionadas a -

18°C.

2.3 Inibicéo do Crescimento de S. sclerotiorum por metabdlitos volateis

Estes ensaios foram realizados segundo método descrito por Bharat et al.(1980), com
modificagdes. Para esta metodologia foram utilizadas placas de Petri de 60 mm, cujas tampas foram
descartadas para o procedimento. Foram vertidos 20 mL de meio BDA na base das placas de Petri e,

em seguida, foram inoculadas com um um disco central de 6 mm de cultura de meio sélido de
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Trichoderma spp., vinte placas para cada isolado, testemunha e teste de inibi¢cdo. Discos de 6 mm de S.
sclerotiorum foram inoculados em trinta placas para teste de inibicdo e dez para testemunha. Em
seguida, as bases contendo cada isolado de Trichoderma foram pareadas com aquelas contendo S.
sclerotiorum. O conjunto foi vedado lateralmente com filme plastico e incubado & 22°C, por 3 dias e
fotoperiodo de 12 horas. A metodologia foi repetida duas vezes para os trés isolados. As leituras foram
feitas por meio de fotos de cada placa aberta, com uma altura e méaquina fotografica padronizadas. Com
0 auxilio do programa as areas, Copyright © 2006-2010 Carl Zeiss Microlmaging GmbH, o

crescimento dos micélios foram calculados em mm?.

2.4 Inibicéo do Crescimento de S. sclerotiorum por confrontagéo direta

Os isolados de Trichoderma spp. foram testados diretamente sobre S. sclerotiorum, segundo o
método descrito por Martins-Corder & Melo (1998), com modificacdes. Discos de 6 mm contendo
micélios do patégeno foram colocados em placas de Petri de 90 mm, contendo meio de batata-dextrose-
agar (BDA), a uma distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda. Seguindo a mesma distancia, um
disco de Trichoderma spp. foi colocado no lado oposto ao disco do patdgeno, totalizando dez placas
Trichoderma X S. sclerotiorum para cada isolado. As culturas foram incubadas por 5 dias, a 22°C em
fotoperiodo de 12 horas. Utilizou-se culturas dos isolados descritos em 2.1, além de placas testemunhas
contendo apenas o patdégeno ou cada um dos isolados de Trichoderma. A metodologia foi repetida trés

vezes para os trés isolados, enquanto as leituras seguiram conforme o item anterior.

2.5. Inibi¢éo do Crescimento de S. sclerotiorum por extratos de micélio de Trichoderma spp.
Os isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em meio liquido Czapek por vinte e oito dias.
Em seguida o micélio foi filtrado e lavado abundantemente com &gua destilada e autoclavada e,

posteriormente liofilizado, sendo os filtrados acondicionados a -18°C.
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Foram pulverizados 100 mg de micélio liofilizado com nitrogénio liquido, adicionando-se em
seguida 1 mL de DMSO e 19 mL de &gua. Esse extrato foi submetido a ultrassonificacdo por trinta
minutos, para rompimento das paredes e membranas celulares e, posteriormente centrifugado por dois
minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em duas folhas de papel filtro analitico N° 589, para
impedir a passagem de células. Seguindo o modelo do preparo de meio com os fungicidas comerciais
(Menten et al., 1976), o método foi realizado da seguinte maneira: Foram adicionados os extratos de
micélio dos isolados de Trichoderma spp. ao meio de cultura BDA (a 50°C) na proporc¢do de 1:100.
Esse material foi vertido em placas de Petri de 60 mm, e ap6s solidificacdo do meio, discos de micelio
de 6 mm de S. sclerotiorum foram inoculados no centro das placas e estas foram incubadas por 3 dias, a
22°C em fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas dez repeticdes por tratamento e com placas
testemunhas do patdgeno (S. sclerotiorum em meio BDA com DMSO 5% apenas). A metodologia foi

repetida quatro vezes, enquanto as leituras seguiram conforme os itens anteriores.

2.6 Ensaio de Inibicdo do Crescimento de S. sclerotiorum com Extratos do lIsolado
BVDO0001 de Trichoderma sp.

O micélio de BVDO0001 coletado a cada dois dias, no periodo de vinte dias, para obtencdo da
curva de crescimento (item 2.2) foi liofilizado e utilizado para preparacdo de extratos em DMSO a 5%.
O preparo do BDA foi conforme o iten anterior, enquanto a mistura foi vertida em placas de Petri de 60
mm. Discos do micélio de 6 mm de S. sclerotiorum foram inoculados no centro das placas, incubadas
por 3 dias, a 22°C em fotoperiodo de 12 horas. Foram feitas 4 repeticGes por tratamento/coleta e para a
testemunha (S. sclerotiorum em meio BDA com DMSO 5% apenas). A metodologia ndo foi repetida,

enquanto as leituras seguiram conforme os itens anteriores.
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2.7 Perfil cromatografico do isolado BVD0001 de Trichoderma sp.

Uma amostra de 442 mg de micélio do isolado BVD0001 foi preparada com Metanol/Agua 1:1
e uma amostra de 40 ml de meio, onde foi cultivado o micélio, foi separada com Acetato de Etila,
adicionado-se Sulfato de Sodio Anidro e rotaevaporado. Essas amostras foram analisadas empregando-
se um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia, detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura
entre 200-800 nm. A coluna utilizada para a anlise foi de fase reversa C-18 (25 cm x 4,6 mm x 5 pum)

e pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) de mesma fase da coluna (Phenomenex).

2.8 Anélise de dados

Os dados da curva de crescimento dos isolados de Trichoderma spp. foram relacionados com o
periodo de avaliacéo, 20 dias, obtendo-se ao seu coeficiente de correlacéo (r).

Para os ensaios de atividade fungicida, antagonismo de confrontacdo direta e ensaios de inibigéo
do crescimento do fungo S. sclerotiorum, realizou-se andlises de varidncia (one-way e fatorial

ANOVA) a 5% de probabilidade e teste de comparagdo de médias (Tukey).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Cultivo dos Trichoderma spp. em Meio Liquido - Curva de Crescimento
O resultado da massa dos micélios dos isolados BVD0001, CRBEP0002 e ACBB0003 de
Trichoderma spp. foram cultivados em meio liquido por um periodo de 20 dias e apresentados na
Figural. Os resultados da andlise de regressao logaritmica dos trés isolados compararam um perfil de
crescimento semelhante e que o periodo de 20 dias ndo foi suficiente, aparentemente, para que as
culturas entrassem na fase estacionaria. Observa-se também que a producdo de biomassa foi maior no
isolado BVDO0001. O meio utilizado foi composto por carboidratos, fosfatos, nitratos e sais (Sacarose,

K2HPO4, NaNOs, MgSQO4.7H20, KCL e FeS04.7H20). Segundo Whipps (1987), fontes de carbono, a
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relacdo carbono/nitrogénio e o tempo de incubacdo dos fungos filamentosos sdo os principais fatores
que influenciam a esporulacdo, principalmente para Trichoderma harzianum, enquanto a

disponibilidade de nitrogénio influencia a producao de conidios.
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Figura 1 — Curva de crescimento dos isolados de Trichoderma spp. durante o periodo de 20 dias, obtida através da analise de regressdo
logaritmica relacionando biomassa com tempo em horas.
Valores de r para cada isolado: (BVD0001: r=0,9240; p = 00,0000; y = 0.0019 + 0.0003*x; CRBEP0002: r=0,5070; p =0,0004;y =
0.0286 + 0.0002*x; ACBBO0003: r=0,3931; p =0,0083; y = 0.0306 + 0.0002*x).

3.2 Inibicdo do Crescimento de S. sclerotiorum por metabdlitos volateis e Inibicdo do
Crescimento de S.sclerotiorum por confrontacéo direta

Foram analisadas as areas miceliais do patdgeno (S. sclerotiorum) e dos antagonistas

(Trichoderma spp.) no teste de metabdlitos volateis, como ilustra as Figuras 2 e 3 respectivamente.

Houve diferencas significativas entre area micelial do patdégeno no tratamento branco (testemunha) e

nos testes com os trés isolados de Trichoderma spp. (F(2,57) = 8,85 e p< 0,05), 0 que mostra que 0s

isolados produziram metabdlitos volateis que inibiram o crescimento do patogeno. No trabalho de
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Rodriguez et al. (2011) que avaliaram também a agdo de metabolitos volateis contra S. sclerotiorum,
porém com o antagonista Clonostachys rosea, anteriormente classificado como Gliocadium roseum,

que registrando a inibicdo completa do pat6geno.
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Figura 2 — Area micelial de Sclerotinia sclerotiorum no teste de Metab6litos Volateis, na presenca (Teste) e na auséncia
dos trés isolados de Trichoderma spp. (Branco). Para cada isolado de Trichoderma spp., médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 3 - Area micelial dos trés isolados de Trichoderma spp. no Teste de Metabdlitos Volateis, tratamento testemunha
(Branco) na auséncia de S.screrotiourm e tratamento na presenca de S.screrotiourm (Teste). Para cada isolado de
Trichoderma spp., médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Nos testes de confrontagdo direta observou-se que ndo houve diferengas significativas entre a
area micelial dos antagonistas no branco, com excecdo de CRBEP0002 que perdeu muita area micelial,
como ilustra a Figura 4. No entanto, quando o patdgeno foi cultivado com os antagonistas, 0 mesmo
sofreu reducdo significativa no crescimento (F(3, 36)=105,17 e p< 0,05) (Figura 5), mostrando o poder
de inibicdo do crescimento dos trés isolados, sobretudo de BVVD0O0O1.

Nas Figuras 6 e 7 observa-se que as areas miceliais dos antagonistas apresentaram resultados
parecidos com o teste anterior, sem diferencgas significativas, com exce¢do também de CRBEP0002 que

perdeu muita area micelial durante o teste.
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Figura 4 — Fotos dos testes de metabolitos volateis com CRBEP0002: A) Area micelial de CRBEP0002 no teste Branco; B)
Area micelial de S. sclerotiorum no teste Branco; C) Area micelial de CRBEP0002 (esquerda) e de S. sclerotiorum (direita),
ambos inibidos durante o testes.
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Figura 5 — Area micelial do patdgeno (Sclerotinia sclerotiorum) no teste de Confrontacdo Direta, na auséncia (Branco) e
presenca dos isolados de Trichoderma spp. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p >
0,05).

30



16000

15000
14000
a
)
13000 iz a
)
25 .
12000 o
] b
oy R ab
11000 o o
P R
Py R
10000 ey P
iy pe
s e
> e e B
@ 9000 e P E )
o e P EiE i M
—~ i I vt [ e
3 S L R s L
3 8000 P pen e i
W) oy pren e o] P P
ar 1
7000 ol el ol
e B O et 2t [
oy pren e g e
Py ey e iong P
6000 o s e et
e P Fis iy
e P B il e o
5000 e e B sl BVD0001

Branco Tege CRBEP0002

ACBB0003
Tratamentos

Figura 6 - Area micelial dos trés isolados de Trichoderma spp. no Teste de Conforntado Direta, tratamento testemunha
(Branco) na auséncia de S.screrotiourm e tratamento na presenca de S.screrotiorum (Teste). Para cada isolado de
Trichoderma spp., médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Figura 7 — Testes de Confrontag@o Direta dos trés isolados de Trichoderma spp. versus S.screrotiorum: A) BVD0001; B)
CRBEP0002; C) ACBB0003.
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O mecanismo de biocontrole com Trichoderma spp. apresenta grande variedade de compostos
com agdes inibitorias contra patdgenos. O estudo de Lopes et al. (2012) afirma que isolados de
Trichoderma spp. tém habilidade para serem utilizados comercialmente como controle bioldgico de S.
sclerotiorum, pois identificaram técnicas morfologicas e moleculares de “inibicdo” associadas com o
pefil metabdlico, tais como quitinase, NAGase, proteases, B-1, 3 - glucanase, lipase, fosfatase acida, a-
manosidase, ABFase, e B-glicosidase (CDWES). Entretanto, de acordo com Vinale et al. (2009), a
quantidade de metabodlitos secundarios acumulados por Trichoderma spp. em co-culturas com
patdgenos, depende do equilibrio entre promover efeito e a taxa de biotransformacdo exercida para
sediar esse patdgeno. Neste estudo, os trés isolados apresentaram poder inibitério contra S.
sclerotiorum através dos compostos volateis, confrontacdo direta e em meios ricos com extratos dos
micélios dos isolados.

A formacdo de um halo de inibicdo é observada quando alguns antagonistas limitam o
crescimento de um fitopatdgeno. Neste estudo, o halo de inibicdo foi observado antes da leitura, mas
como 0s antagonistas produzem esporos, houve crescimento micelial acima desse halo e da &rea
micelial de S. sclerotiorum nos dias de leitura (Figura 8). Resultado semelhante foi observado no
trabalho de Delgado et al. (2007), que sugerem que os conidios de Trichoderma spp. criaram uma

barreira para impedir o crescimento de S. sclerotiorum.

Figura 8 — Testes de Confrontagdo Direta dos trés isolados de Trichoderma spp. versus S.screrotiorum: A) BVDO0001 com
formacdo de halo de inibicdo; B e C) CRBEP0002 e ACBBO0003, respectivamente, com inicio da formacao da barreira de
conidios.
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N&o houve producdo de esclerddios de S. sclerotiorum quando crescidos, por confrotancao
direta com o0s antagonistas, 5 dias ap06s o inicio do experimento, com exce¢do do isolado BVD0001,
que ap6s 10 dias envolveu os esclerddios (Figura 9). Os Trichoderma spp. atuam através da agdo
individual ou da associacdo de varios mecanismos: micoparasitismo, antibiose e competi¢éo, tendo o
primeiro como modo de acdo de maior destaque, pois consiste da utilizacdo do patégeno como
alimento, que cresce em direcdo e se envolve no fungo alvo, ocorrendo uma primeira acdo de
esmagamento e depois reacfes de degradacdo da parede celular por secrecdo de enzimas liticas,

limitando o crescimento e atividade do patégeno (CHET, 1987).

Figura 9 — Testes de confronta¢do direta entre o isolado BVDO0001 de Trichoderma spp. e esclerdios de S. sclerotiorum
aos 10 dias, apds o pareamento.

Apesar de registrar a maceracdo e esmagamento das hifas de S. sclerotiorum por Trichoderma
sp., Delgado et al. (2007) observam que houve producdo de esclerédios para todos os isolados,
diferindo apenas a viabilidade delas apds o teste de confrontacdo. Louzada et al. (2009) detectaram trés
tipos de interacdes entre Trichoderma spp. e S. sclerotiorum, quais sejam: penetracao, envolvimento e

desenvolvimento de hifas paralelas, determinando uma interacéo hiperparasitica.
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O fato dos trés isolados de antagonistas perderem &rea micelial indica competicédo, (Figuras 3 e
6), mas também indica que esse processo ndo esta associado exclusivamente com a atuacdo dos
compostos, e sim com a agdo em conjunto do processo de estrangulamento das hifas de S. sclerotiorum

e a producdo dos compostos ativos.

3.3 Inibicéo do Crescimento de S. sclerotiorum por extratos de micelio de Trichodermas spp.

Analisando-se a area micelial do patégeno cultivado em meio contendo extratos dos micélios
dos trés antagonistas (BVDO0001, CRBEP0002 e ACBBO0003), observa-se que houve diferencas
significativas entre os tratamentos, F (3, 36) = 8,1370 e p<0,05 comparados com o branco. Porém,
entre apenas os trés tratamentos ndo houve diferenca, mas ainda foi possivel observar que o antagonista
BVDO0001 apresentou atividade inibitoria (Figura 10).

Estudos revelam substancias produzidas por Trichodermas atuantes no biocontrole, elas foram
organizadas em uma grande revisdo contendo 183 moléculas, dividindo-as em grupos quimicos,
contabilizando 23 grupos, sendo que em 09 havia a presenca de ao menos uma molécula antiflngica.
Os grupos detectados foram: antraquinonas, azafilonas, harzialactonas, daucanas, pironas, viridinas,
viridifungina, compostos heterociclicos de nitrogénio, bisorbicilinoides, ergosterol e coningininas
(REINO et al., 2008). Entretanto estes compostos promovem apenas uma reducdo da severidade da
doenca causada pelo patdégeno, como mostra o trabalho de Geraldine et al. (2013), que relaciona a
reducdo de apotécios devido a producdo de enzimas de degradacdo de parede (CWDEs), B-1,3-

glucanase, quitinases e proteases.
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Figura 10 - Area micelial do patégeno (Sclerotinia sclerotiorum) no teste de inibi¢do de crescimento por extratos dos trés
isolados de Trichoderma spp. (Branco) &rea micelial de S.screrotiourm na auséncia dos Trichodermas. Para os outros
tratamentos sdo as areas miceliais de S.screrotiorum na presenca de extratos de BVD0001, CRBEP0002 e ACBB0003,
respectivamente. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

3.4 Ensaio de Inibicédo do Crescimento de S. sclerotiorum com Extratos do Isolado BVDO0001
Foi testada massa micelial do isolado BVDO00O1 obtida da curva de crescimento mostrada na
Figura 1. Os extratos de micélios foram adicionados aos meios de cultura de S. sclerotiorum,
observando-se que todos os extratos testados foram ativos na inibi¢do do crescimento do patdgeno,
destacando-se 0s extratos obtidos ap6s 10 dias de cultivo, que se mostrou mais ativo que as demais

amostras (Figura 11).
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Figura 11 - Area micelial do patdgeno (Sclerotinia sclerotiorum) aos trés dias ap6s o cultivo do fungo exposto a extratos de
micélio de Trichoderma sp.BVDO0O0O, obtidos em diferentes periodos ap6s a inoculacdo do mesmo em meio liquido.
(Branco) &rea micelial de S.screrotiourm na auséncia de extratos de BVDO0001. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O isolado BVYDO0001 apresentou a maior acao inibitoria em todos os testes, considerando o fato
de permitir a producdo de esclerddios, perder menor area micelial durante os testes, maior correlagédo
da sua biomassa com o tempo e apresentar inibicdo na maioria dos testes com extratos dos micélios
extraidos da sua curva de crescimento (Figuras 5, 8 e 9) Esse fato pode estar relacionado com a origem
da coleta, pois Vochysia divergens é uma planta de utilizacdo popular para o tratamento de doencas
infecciosas (HESS et al., 1995). Hess e Monache (1999) verificaram a presenca de acido divergidico,
éster glicopiranosil, B-sitosterol, acidos betulinico e sericio na casca do tronco, sendo que o acido

betulinico apresenta atividade antibacteriana. E provéavel que tais propriedades sejam a causa da grande

36



utilizacdo desta planta contra febre, tosse, gripe e pneumonia, sendo o cambara considerado uma

“Farmécia do mato” (POTT et al., 2004).

3.5 Perfil cromatografico de BVD0001
Amostras da massa micelial e meio rico em metabolitos secundéarios do isolado BVD0001
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A Figura 12 ilustra os perfis obtidos.

Observa-se, pela grande quantidade de picos de diferentes intensidades, que o referido isolado produz

uma grande diversidade de metabdlitos secundarios.
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Figura 12 — Perfil cromatografico do isolado BVD0001, de Trichoderma sp. A) Extrato obtido através do micélio de
BVDO0001. B) Extrato obtido através do meio rico em metabélitos secundarios de BVVDO0001.

A acdo inibitoria dos isolados BVDO0001, CRBEP0002 e ACBB0003 de Trichoderma spp.
apresentaram um grande potencial competitivo (micoparasitismo), dividido em acdo mecénica e acao

quimica contra S. sclerotiorum. Em especial, o isolado BVD0001 é o melhor inibidor contra esse
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patdgeno devido a simbiose com sua hospedeira, uma co-evolugdo, confirmando os inimeros trabalhos
publicados sobre o potencial de Trichoderma para controle biolégico e o fato da comercializagdo do
género como defensivos biologicos ser via esporos.

Estudos sobre o perfil quimico de cada fase de vida de BVD0001 sdo necessarios, para elucidar
em qual fase de vida os compostos ativos com maior atividade, quais sdo as classes de compostos
ativos dos testes deste trabalho e avaliar seu potencial de inibig&o contra S. sclerotiorum sem a acao

mecanica.
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* References must include the title of the paper as well as both initial and final page numbers.
* Titles of journals should be abbreviated according to the system used by MEDLINE; no stops should
be used after abbreviated words.
* References to books should include year of publication, title (in full), edition, editor(s) (if any), town
of publication and publisher, in that order. When the reference is to a particular part of a book, the
inclusive page numbers of the chapter or section and, if appropriate, chapter title must be given.
* Only papers accepted for publication but not yet published may be cited as 'in press' in the reference
list, and the reference must include the name of the journal. Relevant papers cited as 'in press' should be
included as supplementary files with the online submission. References to papers not yet accepted
should be cited in the text as unpublished results, giving the surname(s) and initials of all the author(s).
Such papers should not appear in the list of references.
* Permission must be obtained for any personal communications or citations of other workers'
unpublished results.
Figures

This section outlines journal policy on figures. See these links for advice on preparing figures
for inclusion as a PDF for submission and on the source files needed for publication.

Figures should not be used to present results that can be described by a brief statement in the
text. The points outlined above for tables regarding comprehensibility, relative values and

reproducibility also apply to figures and their legends. The inclusion of large amounts of tabular data in
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figures is discouraged and authors may be asked to move such data to the text or a separate table.
Authors should be aware that after publication, tabulated data within figures are not accessible via
online text searching.

Figures must be referred to in the text as Fig. 1(a) not Fig. 1A or Figure 1(A) or as (Fig. 1a) not
(Figure 1A). Multipart figures should be labelled (a), (b), etc., not (A), (B), etc.

Line drawings. These should be of a quality suitable for direct reproduction. The maximum
printed size, including lettering and legends, is 176 x 235 mm. Line thicknesses and symbol sizes
should be sufficient to allow for reduction. The preferred symbols for graphs are filled and open circles,
squares, triangles or diamonds. Where possible, the same symbol should be used for the same quantity
in different figures.

Bar diagrams. Simple bar diagrams reporting only a few values are usually unnecessary; the
data can normally be given in a few lines of text. It is editorial policy not to publish bar diagrams with
'three-dimensional’ bars unless there is a specific justification for their use.

Sequence data. Figures showing full gene sequences are not published, but selected sequence
data, with appropriate annotation, may be published where there is justification. The layout of sequence
figures should be designed to fit either the full width of the page (176 mm) or a single column (84
mm). For adequate legibility, the height of the characters should be not less than 1.5-2 mm (or 6-8
point). For printing at full page width with this size of type, a layout with 80—100 nucleotides per line is
appropriate (or 6070 if there are spaces between the codons). For a single-column layout, 50-60
nucleotides per line is about right. The spacing between the lines of sequence should be as close as is
consistent with clarity. Note that sequence data must be submitted to GenBank, EMBL or DDBJ.

Microbiology does not publish figures whose principal function is to present primary sequence
data, since the data can be accessed through the databases. To merit publication, sequence figures must

be justified by the additional annotation they present; they should normally be limited to regions of
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particular interest. Limited sequence alignments of nucleic acids and proteins are acceptable provided
they make a significant point. See above for guidance on presentation of sequence figures. Sequence
data that are not suitable for print publication can, where appropriate, be published as online-only
supplementary data.

Digital photographs (halftones). Authors are advised to supply halftones intended for
publication as TIFF or EPS files. The resolution should be at least 300 d.p.i. at final size (approx. 1000
pixels wide for a single-column figure; approx. 2000 pixels wide for a double-column figure). For
photomicrographs, the scale should be shown by a scale bar.

Colour figures

These are published at no cost to the author, if the Editors believe that colour is essential to
show the results. Colour figures should preferably be supplied as TIFF or EPS files. The resolution
should be at least 300 d.p.i. at final size (approx. 1000 pixels wide for a single-column figure; approx.
2000 pixels wide for a double-column figure). The files should preferably be generated as CMYK (4-
colour) images, not RGB, as these reproduce better in print.

Supplementary material

Material associated with a paper but not suitable for print publication (e.g. large datasets,
sequence alignments, 3D structures, movie files) can be included as online-only supplementary data.
Data that are essential for interpretation of the results of the main paper should be included in the main
paper. All supplementary data files will be reviewed along with the main paper; these will not be
published unless they significantly enhance the paper. The Editors may sometimes suggest that figures
or tables that the author has included within a paper should be converted into supplementary data.

Supplementary data files must not include methods for results that are included in the main
paper, nor should they introduce different results or new discussion points. Supplementary figures and

tables should be named Fig. S1, Table S1, etc., and be cited accordingly in the main paper. A heading
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and, if appropriate, a short legend or text description must be supplied for each supplementary data
item.

File types and formatting for supplementary data. The contents of the supplementary file should
be indicated in the 'File label' field when the file is uploaded. Most file types can be supported but
authors should try to avoid files that require unusual software, because these will be of limited use to
readers. Very large files should also be avoided where possible because they may be difficult to
download. Editorial staff may apply stylistic editing to supplementary files, and will, where possible,

convert the files to PDF format for online publication.
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