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RESUMO

A mandioca tem grande expressdo econdmica no Brasil e no mundo, pela sua
importancia alimentar. O Nordeste é a regido que mais aumentou a producdo dessa
cultura no Brasil, porém, os produtores usam poucas tecnologias, acarretando em
possiveis desenvolvimentos de doencas e queda na producdo. A cultura sofre muitas
perdas na producdo pela acdo de inimeros fitopatdgenos, sendo os do solo os mais
severos, 0 Fusarium solani e Scytalidium lignicola, ganham énfase por causarem
doengas como a podriddo radicular e negra da mandioca, respectivamente, afetando
diretamente a parte comercial da planta, a tubera. Muitas pesquisas, apoiam o uso de
praticas que viabilizem a producdo e favorecam o ambiente, assim, a utilizacdo de
biocontroladores vem ganhando destaque, principalmente fungos do género
Trichoderma spp., por suas caracteristicas como antagonistas de uma gama de
fitopatdgenos. Todavia, ha poucas pesquisas que relatam os mecanismos fisiol6gicos
que sdo ativados pelas plantas, quando expostos a essa interacdo, patdgeno-planta-
antagonista, como resposta vegetal a infec¢do de doencas. Desse modo, objetivou-se
verificar o potencial antagdnico de dez Trichoderma spp. aos patdgenos F. solani e
S. lignicola, e avaliar a resposta fisiol6gica das plantas exposta a esse patossistema.
Foi analisado, in vitro, a inibicdo do crescimento micelial do F. solani e S. lignicola
em meio batata-dextrose-agar, para selecionar o melhor Trichoderma com potencial
antagonista direto a esses patdgenos. Através do método da utilizacdo de meio basal
com quitina coloidal, sendo a Unica fonte de carbono, foi utilizada para avaliar o
melhor Trichoderma para producdo de quitinase. Em casa de vegetacdo, foi
comparado os Trichoderma selecionados, contra o indutor de resisténcia, in vivo,
avaliando a inibicdo das doencas infestadas nas plantas, apds 92 dias de crescimento.
Em seguida, avaliou-se a producdo de enzimas das plantas dos tratamentos in vivo,
do complexo oxidativo (ascorbato peroxidase, catalase, peroxidase e
polifeniloxidase). Todas as estirpes apresentaram inibicdo do crescimento dos
fitopatdgenos. Porém, a melhor estirpe contra o F. solani foi o T. hamatum (6656), e
para o S. lignicola foi o T. harzianum (3086), com valores de 88,91 e 80,78% de
inbicao de crescimento micelial, respectivamente, sendo designados como o0s
melhores candidatos para tratamentos em casa de vegetagdo. Para a avaliacdo de
producdo de quitinase, todos os Trichoderma testados foram positivos, destaque dado
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ao T. aureoviride (5158) por produzir 6,70 U mL™, sendo selecionado para candidato
da inibicdo da severidade dos patdogenos em casa de vegetacdo. Todas 0s
Trichoderma selecionados para teste in vivo contra as severidades das doencas,
apresentaram eficiéncia em comparacgdo ao controle com a presenca do patégeno. No
entanto, o T. aureoviride (5158), foi a que apresentou valores contundentes para 0s
dois patdgenos. Dos resultados das enzimas das plantas, os tratamentos que
detiveram a inoculacdo dos Trichoderma apresentaram resultados satisfatorios,
colaborando com a resposta em casa de vegetacdo, contudo, novamente o tratamento
com a estirpe (5158), foi a que apresentou melhores valores, com destaque a
producdo das enzimas ascorbato peroxidase e peroxidase. Portanto, conclui-se a
efiéncia do Trichoderma aureoviride (5158), para uso como biocontrolador da
podriddo radicular e da podriddo negra da mandioca, pois induziu resisténcia a planta

aos fitopatdgenos, colaborando com a producdo das enzimas antioxidativas.



14

ABSTRACT

Cassava has economic importance in Brazil and abroad, for their food
importance. The Northeast is the region that most increased this crop in Brazil, but
farmers use few technologies, resulting in diseases and decline in production. The
crop is attacked for numerous pathogens as Fusarium solani and Scytalidium
lignicola, that causes diseases such as cassava root rot and cassava black root,
affecting the commercial part of plant, the tubera. Several research, support the use
of practices that enable the production and support the environment, so the use of
biocontrol has been used, particularly with the use of Trichoderma spp. However,
little research reporting the physiological mechanisms that are activated by plants
when exposed to this interaction, pathogen-plant-antagonist such as plant response to
infection diseases. Thus, the objective this work was to verify the potential
antagonism of Trichoderma spp. against F. solani and S. lignicola, and evaluating
the physiological response of plants exposed to the pathosystem. We analyzed in
vitro inhibition of mycelial growth of F. solani and S. lignicola to select the best
Trichoderma antagonist with potential direct these pathogens. By the method of use
of basal medium with colloidal chitin as the only carbon source, it was used to
evaluate the best Trichoderma production of chitinase. In greenhouse, the selected
Trichoderma was compared against the use of plant resistance inducer in vivo
inhibition assessing the severity of disease infested plants after 92 days of growth.
Then we evaluated the enzyme of antioxidative complex (peroxidase ascorbate,
catalase, peroxidase and polyphenyl oxidase). All strains were inhibited the growth
of pathogens. However, the best strain against F. solani was T. hamatum (6656), and
has been for S. lignicola was T. harzianum (3086), with values of 88.91 and 80.78%
growth mycelial respectively, being designated as the best candidates for treatments
in the greenhouse. For chitinase production evaluation, all Trichoderma tested were
positive, highlighting the T. aureoviride (5158) to produce 6.70 U mL™, being
selected candidate for inhibiting the severity of pathogens in greenhouse. All
Trichoderma selected for in vivo testing against the severities of diseases, presented
efficiency compared to the control with the presence of the pathogen. However, the
T. aureoviride (5158), showed the blunt values for both pathogens. The results of the
enzymes of the plants, treatments that stopped inoculation of Trichoderma showed
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satisfactory results, collaborating with the answer in a greenhouse, however, again
treating with the strain (5158), showed the best values, especially the production of
the enzymes peroxidase and ascorbate peroxidase. Therefore, concludes the
efficiency of Trichoderma aureoviride (5158), for use as biocontrol of root rot and
black rot of cassava as induced resistance to plant pathogens, contributing to the

production of enzymes antioxidatives.
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INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot sculenta, Crantz) pertence a familia Euphorbiaceae, é a
espécie mais cultivada do género Manihot (NASSAR et al., 2008), tendo relevancia
econémica no Brasil e no mundo, com destaque por ser uma das mais importantes
fontes alimentares de carboidratos (ADEOTI, 2010).

O Brasil em 2015 tera um aumento na colheita de mandioca de 5,1% em ano
anterior, sendo o Nordeste a regido com maior aumento (11,5%) (IBGE, 2015).
Pernambuco, no ano de 2014, apresentou um aumento na producdo de 10,6% em
relacdo a safra de 2013 (CONAB, 2015).

O agreste é a regido mais expressiva da producdo de mandioca no estado
pernambucano (CUENCA e MANDARINO, 2006), porém, pelo pouco nivel
tecnolégico, com multiplicagdo de manivas envelhecidas fisiologicamente,
favorecem a disseminacdo de diversas doencas (OLIVEIRA e FIORINE, 2006),

havendo quedas na producéo.

Muitas doencas afetam a cultura da mandioca, tendo destaque a podridao
radicular (BANDYOPADHYAY et al., 2006) e a podriddo negra (SERRA et al.,
2009), as quais responde por 70% e 100% de perdas da producéo, respectivamente
(FUKUDA, 1991). Vérios séo os patdgenos causadores dessas doencgas, mas estudos
relatados por Notaro et al. (2013), constatou a prevaléncia do Fusarium solani como
agente causal da podriddo radicular em areas com o cultivo no agreste de
Pernambuco, e a ocorréncia do Scytalidium lignicola, que é agente causal da
podriddo negra da mandioca (SILVA et al., 2013).

Tanto o F. solani como o S. lignicola séo fungos que habitam diversos habitats
(HASANZADE et al., 2008; CAl et al., 2011), no entanto, tem o solo como principal
habitat das estruturas de resisténcia, o que dificultam seu controle. Além disso nédo
existe controle quimico registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento para a cultura da mandioca, tornando necessario 0 manejo através de

praticas culturais, genéticos e biologicos.

Para os produtores, 0 uso de praticas culturais e bioldégicas como manejo para

diversas doengas, vem se tornando comum, por sua viabilidade e manutengéo do
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proprio solo. A utilizacdo de Trichoderma spp. como biocontroladores de diversas
doencas em varias culturas é destaque pela sua eficiéncia em diversas pesquisas
(ABO-ELNAGA, 2014; ASRAN-AMAL et al.,, 2010; SUBASH et al, 2014).
Antagonista de varios patogenos do solo (LEELAVATHI et al., 2014; PRASAD et
al., 2013), pode contribuir como biocontrole de fitopatdgenos da mandioca por
resisténcia sistémica induzida (BUENSANTEAI et al., 2012).

Os Trichoderma podem agir de diversas maneiras contra os patdgenos como
antagonistas, seja por competicdo de nicho, enzimas, nutrientes, producdo de
metabolitos e ndo-metabodlitos (GVEROSKA e ZIBEROSKI, 2011; PANDEY et al.,
2014), dentre outros. Apesar da eficicia deste antagonista, poucas sdo as pesquisas
que contribuem para a resposta fisiolégica de plantas contra os patégenos na

interagdo com Trichoderma.

As plantas respondem por diversos mecanismos quando infectadas por
patdgenos, e a producdo de espécies reativas de oxigénios (EROs) é uma indicacao
da resposta fisioldgica, resisténcia sistémica induzida (RSI), em que ha producédo de
enzimas como, ascorbato perxidase (ROSA et al., 2010), peroxidase (SEDLAROVA
et al., 2007), catalase (GAYATRIDEVI et al., 2012), e polifenoloxidase
(CONCEICAO et al., 2014), que contribuem para eliminacdo das EROs (peroxido,
radical superoxido, oxigénio singleto, radical hidroxila), substancias que séo
produzidas pelas plantas para minimizar os estresses abioticos e bidticos. Esses
mecanismos de defesas podem ser explorados para o controle de doencas através da
aplicacdo de biocontroladores para induzir uma resposta de defesa nas plantas contra
o0 ataque de fitopatdgenos (SINGH et al., 2011).

Logo, o presente trabalho teve como objetivos, avaliar e selecionar o melhor
antagonista entre dez estirpes de Trichoderma no controle in vitro contra o Fusarium
solani e o Scytalidium lignicola; avaliar e selecionar o melhor Trichoderma produtor
de quitinase; avaliar o potencial antagonista dos isolados anteriormente selecionados
e comparar com indutor de resisténcia, para 0 manejo da podriddo radicular e
podriddo negra da mandioca; e determinar as respostas enzimaticas em plantas de

mandioca.
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RESUMO

A mandioca tem destaque no mundo, por ser uma grande fonte alimentar.
Apesar do Brasil ser um dos grandes produtores dessa cultura, a producédo sofre por
ataque de vérias doencas, como a podriddo radicular, causada por F. solani. O uso de
biocontroladores como Trichoderma, vem sendo usado para 0 manejo dos patdgenos
de uma grande quantidade de culturas. Mecanismos de eficiéncia desses organismos,
estd apoiado na producdo de enzimas, como a quitinase, e quando interagem com as
plantas podem induzir a resisténcia. No presente estudo objetivou-se selecionar os
melhores, antagonista in vitro e produtor de quitinase; avaliar o potencial antagonico
dos Trichoderma, em comparacdo com o indutor de resisténcia e avaliar a resposta
fisioldgica da mandioca na producéo de enzimas do complexo oxidativo. In vitro, foi
analisado a inibicdo do crescimento micelial do F. solani em meio batata-dextrose-
agar, para selecionar o melhor Trichoderma com potencial antagonista direto. Um
método baseado na utilizacdo de meio basal com quitina coloidal, como Unica fonte
de carbono, foi utilizada para avaliar o melhor Trichoderma, para producdo de
quitinase. Em casa de vegetacdo, foi comparado in vivo os Tricoderma selecionados,
contra o indutor de resisténcia, para o potencial inibitério da severidade da doenca
infestada nas plantas, apds 92 dias de crescimento. Posteriormente, foi avaliada a
atividade enzimatica pelas plantas dos tratamentos in vivo, do complexo
antioxidativo (ascorbato peroxidase, catalase, peroxidase e polifeniloxidase). Todas
as estirpes apresentaram inibicdo do crescimento do F. solani, no entanto, os T.
aureoviride (3486), T. harzianum (6508) e T. hamatum (6656) foram o0s mais
eficazes, sendo o ultimo selecionado. Enquanto na produgdo de quitinase, o T.
aureoviride (5158) foi o melhor candidato para inibicdo da severidade. Todos 0s
tratamentos foram eficientes para a diminuicdo da severidade da doenca na parte
radicular da planta, sendo os mais eficientes os Trichoderma. Os dados enzimaticos
demostraram uma boa eficiéncia dos tratamentos que foram utilizados os
Trichoderma, para todas as enzimas testadas (APX, CAT, POX e PFO), com
destaque para a alta producdo das enzimas peroxidase e ascorbato peroxidase. Assim,
pode-se concluir a efiéncia do Trichoderma aureoviride (5158), para possivel uso

como biocontrolador da podriddo radicular da mandioca, e sua afinidade com a



24

cultura, por possibilitar melhor atividade enzimética e podendo induzir restisténcia a

planta contra o F. solani.
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ABSTRACT

Cassava has great prominence in the world, as a major food source. Although
Brazil is a major producer of this crop, the production suffers from attacks of various
diseases, as the root rot caused by F. solani. The use of biocontrol as Trichoderma,
has been used for the management of pathogens a large amount of cultures.
Mechanisms efficiency of these organisms, is supported on the production of
enzymes, such as chitinase, and when they interact with plants can induce resistance.
The present study aimed to select the best in vitro antagonist and chitinase producer;
evaluate the antagonistic potential of Trichoderma, in comparison with the resistance
inducer and evaluate the physiological response of cassava in the production of
enzymes of the antioxidant complex. In vitro, it was analyzed the inhibition of
mycelial growth of F. solani in potato-dextrose-agar, to select the best Trichoderma
with antagonist direct potential. A method based on the use of basal medium with
colloidal chitin, as the sole carbon source, was used to evaluate the best
Trichoderma, for chitinase production. In the greenhouse, the selected Trichoderma
was compared in vivo, against the resistance inducer for the inhibitory potential of
the severity of the disease in infested plants, after 92 days of growth. Subsequently,
we evaluated the production of enzymes in plants in vivo treatments, antioxidative
complex (ascorbate peroxidase, catalase, peroxidase and polyphenyl oxidase). All
strains were inhibited growth of F. solani, however, T. hamatum (6656), T.
harzianum (6508) and T. aureoviride (3486), were the most effective, the latter being
selected. While in the production of chitinase, T. atroviride (5158) was the best
candidate for inhibition of severity. All treatments were effective for decreasing the
severity of disease in the root part of the plant, being more efficient Trichoderma.
Enzyme data showed a good efficiency of the Trichoderma treatments that were used
for all tested enzymes (APX, CAT, POX and PPO), highlighting the high production
of peroxidase and ascorbate peroxidase. The obtained results in the present study
lead to conclude about the efficiency of Trichoderma atroviride (5158), for possible
use as biocontrol of the cassava root rot and their affinity with the culture, by
allowing better enzyme activity and can induce restisténcia the plant against F.

solani.
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1. INTRODUCAO

A mandioca tem grande destaque no mundo, por ser uma das mais importantes
fontes alimentares, sendo a terceira maior cultura rica em carboidratos nos paises
tropicais, perdendo para o arroz e o milho (FAO, 2015). Apesar de o Brasil ser um
dos maiores produtores da cultura, a mesma sofre grandes perdas com as Vvarias

doencas atreladas a esse cultivo.

A podriddo radicular é uma das doencas mais impactantes para a cultura da
mandioca (SERRA et al., 2009), podendo ser causada por um complexo de espécies
fangicas, dentre elas Phytophthora drechsleri, Rhizoctonia solani, Diplodia
manihotis e Fusarium solani (MENDES e URBEN, 2015). Esta Ultima, tem alta
representatividade por causar muitos danos econdmicos (BANDYOPADHYAY et

al., 2006), podendo chegar a 70% de perdas na producao.

O Fusarium solani é um fungo que apresenta caracteristica de dificil controle,
por ter potencial de sobrevivéncia através de estruturas de resisténcias, em varios
habitats por longo periodo (HASANZADE et al., 2008). Para este patdgeno em
relacdo a cultura da mandioca no Brasil, ndo ha registro sobre nenhum produto
quimico no Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Assim,
técnicas de manejos e prevencdes (UBALUA e OTI, 2008) séos as viabilizacdes
utilizadas para o plantio da cultura. Todavia, ha uma necessidade por maior
conhecimento de técnicas de eficiéncia para o controle da doenca da podridédo

radicular da mandioca.

Estudos recentes vém sendo abordados para 0 manejo do F. solani, seja através
do desenvolvimento de cultivares resistentes (OLIVEIRA et al., 2013),
supressividade do solo (BARROS et al., 2014), compostos comerciais (SABET et al.,
2013), indutores de resisténcia (EL-MOHAMEDY et al., 2014), uso de enzimas
(HUSSAIN et al., 2013), extratos (BHARDWAJ, 2012; YELMAME et al., 2010),
matéria organica (ALMEIDA et al., 2012), e o biocontrole bacteriano e/ou fungico
(CALVOetal., 2010; EBD-EL-KHAIR et al., 2010; OYELANA et al., 2011).

Nesse contexto, a sustentabilidade para o agricultor e 0 meio ambiente é o
enfoque de destaque. Assim, pelo o cultivo da mandioca ser uma pratica de cunho
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rastico, o uso de indutores de resisténcias e biocontroladores fungicos, sdo meios
atrativos para os produtores. Neste sentido, o uso de Trichoderma spp. para o
combate de patdgenos sistémicos ou os do solo (BUENSANTEAI e ATHINUWA,
2012; HARMAN et al., 2012; UBALUA e OTI, 2007), vem ganhando importancia
pois agem de modo preventivo contra as doencas (HRIDYA et al., 2012), atraves do
controle direto (HHMAU et al., 2015) por micoparasitismo com a producdo de
enzimas (quitinase, a-1,3-glucanase) que degradam a parede celular dos patégenos
(MARCELLO et al.,, 2010), e permanéncia no solo (NOTARO, et al., 2013)

cultivado com mandioca.

Diversos estudos vém sendo realizados utilizando o Trichoderma visando o
controle biolégico de doencas de plantas, entretanto, ainda existe uma lacuna no que
diz respeito a acdo desses antagonistas e a resposta fisiol6gica de mandioca quando
submetidas a tal patossistema. Uma resposta direta das plantas a interecdo com
patdgenos é a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (APEL e HIRT,
2004), ocorrendo 0 seu combate para a desintoxicacdo da planta, através da sua
regulacdo por enzimas antioxidativas, minimizando o0 estresse biotico
(THIPYAPONG et al., 2004).

Assim, o presente trabalho teve como objetivos, (1) avaliar e selecionar o
melhor antagonista entre dez estirpes de Trichoderma no controle in vitro ao
Fusarium solani; (2) avaliar e selecionar o melhor Trichoderma produtor de
quitinase; (3) avaliar o potencial antagonista dos isolados anteriormente selecionados
e comparar com o indutor de resisténcia para 0 manejo da podriddo radicular da

mandioca e (4) avaliar as atividades enziméticas em plantas de mandioca.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo dos isolados de Trichoderma e F. solani e teste de patogenicidade
Foram utilizados os Trichoderma: T. aureoviride (3486; 3734; 5158; 6668), T.

hamatum (6656), T. harzianum (3086; 3197; 6508), T. longibrachiatum (6068) e T.

virens (5007), obtidos da colecdo de cultura Micoteca URM UFPE

(https://www.ufpe.br/micoteca/) e reativados através de 3 repicagens sucessivas.


https://www.ufpe.br/micoteca/
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O F. solani CFF109 foi isolado de raizes de mandioca com sintomas de
podriddo radicular, na cidade de Jupi-PE, Brasil (8° 42’ 23" S, 36° 25' 3" O)
(NOTARO et al., 2013). Tal isolado foi reativado através de 3 repicagens sucessivas
quando entdo foi submetido ao teste de patogenicidade conforme Serra et al. (2009),

que mostrou alto grau de viruléncia.

2.2 Avaliagdo do potencial antagbnico de Trichoderma ao Fusarium solani, in vitro

A capacidade de antagonismo dos isolados de Trichoderma foi realizado
utilizando o método de Li et al. (2003). As placas de Petri (15 cm de diametro)
contendo cerca de 15 mL de meio batata-dextrose-agar (BDA) foram inoculadas com
micélios de F. solani com 8 dias de crescimento, em um dos lados da placa, em
aproximadamente 1 cm da borda; e os isolados de Trichoderma foram inoculados em
posicao oposta na mesma medida, em seguida, incubados em B.O.D. a 25 °C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 11 tratamentos
(10 isolados de Trichoderma + tratamento controle), com quatro repeticdes. O

tratamento controle consistiu de placas inoculadas apenas com F. solani.

As observacdes foram registradas ap6s 24h de inoculacdo dos micro-
organismos até a cobertura completa da area demarcada para o0 patdgeno no
tratamento controle. A percentagem de inibicao do crescimento micelial foi calculada
com a seguinte férmula (EDGINGTON et al., 1971):

% inibicdo do crescimento = [(C—T)/C] x 100

Onde, C = o crescimento radial de F. solani no controle, T = o crescimento

radial de F. solani em tratamento com Trichoderma.

2.3 Atividade de quitinase por isolados de Trichoderma

Os isolados de Trichoderma foram cultivados em frascos de erlenmeyer de 250
mL contendo 50 mL de meio de cultura liquido (1,49 (NH4),SO4; 2g KH,PO4; 6,99
NaH,PO,; 0,3g MgS0O,.7H,0; 1g quitina coloidal; 10g peptona) (ANJANI KUMARI
e PANDA 1992). A quitina coloidal foi preparada por hidrolise acida utilizando
acido fosforico em 85% tal como descrito por Elad e Kapat (1999). A leitura da

atividade de quitinase foi realizada através do espectrofotémetro, tal como descrito
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por Monreal e Reese (1969). A mistura de reacdo foi composta de 1 mL de quitina
coloidal 1% (w/v), 0,5 mL de tampéo fosfato de sodio 25 mM, pH 7,4 e 0,5 mL do
extrato de enzima em bruto incubadas a 37 °C durante 96h. Os acUcares redutores
foram detectados mediante a aplicacdo do método do &cido dinitrossalicilico a 570
nm (MILLER 1959). A curva de calibracéo foi realizada com N-acetilglicosamina, a
concentracdes de 0 a 5 mg mL™. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para a formacdo de 1 pmol de N-

acetilglicosamina por minuto da reacgéo, sob as condi¢Bes padrdo de ensaio.

2.4 Biocontrole da podriddo radicular da mandioca, causado por Fusarium solani,

usando Trichoderma

2.4.1 Preparacéo dos inoculos do patogeno e dos Trichoderma

Os inoculos do F. solani e dos Trichoderma selecionados foram cultivadas para
crescimento em frascos de erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio liquido
batata-dextrose, com adicao de cloranfenicol. Estes foram incubados em B.O.D. por

8 dias a temperatura de 28 °C.

2.4.2 Coleta e preparacédo do solo

O solo utilizado neste experimento foi proveniente de mata nativa do
municipio de S&o Jodo-PE. Os atributos quimicos foram avaliados e apresentaram os
seguintes resultados: pH (H.O 1:2,5) = 4,5; P (16,6 mg Kg™); Mg (0,8 cmol, dm™);
Ca (0,8 cmol. dm™); Al (0,15 cmol, Kg™) e H + Al (1,8 cmol, dm™) através de
analise realizada de acordo com (EMBRAPA, 2009). Tal solo apresentou 880 g Kg™
de areia, 40 g Kg™ de argila e 80 g Kg™ de silte, sendo considerado solo arenoso. A
sua coleta foi realizada em ziguezague, sendo realizadas 10 amostragens e
misturadas para homogeneizacdo, e acondicionados em sacos de nylon. Para a
realizacdo do experimento, o solo foi peneirado em malha de 2 mm e feita a
esterilizacdo do solo através do uso de autoclave, a uma temperatura de 121 °C, a 1
atm de pressdo, por duas horas. Deixou-se 0 solo secar e em repouso durante duas
semanas, apos a autoclavagem, para estabilizacdo dos teores de metais pesados. O

solo foi distribuido por vasos plasticos com 4 L de capacidade. Estes receberam uma
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planta e a irrigagdo manual realizada diariamente, o solo mantido na capacidade de

campo.

2.4.3 Coleta e preparo das manivas

A coleta das manivas para plantio, foi realizada em propriedade com plantio
sem histérico da doenca da podriddo radicular da mandioca, no municipio de S&o
Jodo-PE. A cultivar disponibilizada foi a “Pai Antonio”, sendo susceptivel ao F.
solani. As manivas foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio a 3% e
colocadas para secar em ambiente protegido. Essas mediam 15-20 cm de

comprimento e apresentavam 8-12 gemas.

2.4.4 Inoculacdo do patdgeno

A infestacdo do patogeno foi feita seguindo a metodologia de Abo-elyousr et
al. (2014) com adaptacdes, em que aos 90 dias do crescimento da planta, foi feita a
dispersdo em meio liquido do F. solani na concentracdo 1 x 10° propagulos mL™.
Assim, 15 dias ap06s procedimento, foi realizada avaliagcdo da patogeniciade.

2.4.5 Aplicacdo dos Trichoderma

A inoculagdo dos Trichoderma (melhor controlador in vitro e o melhor
produtor de quitinase) foi feita seguindo a metodologia de Abo-elyousr et al. (2014),
em que aos 88 dias da planta, foi feita a dispersdo em meio liquido de 100 mL dos
Trichoderma na concentracio 1 x 10° propagulos mL™. E aos 92 dias, repetiu-se 0

mesmo procedimento.

2.4.6 Aplicagéo do indutor de resisténcia

A aplicacdo do indutor de resisténcia (acibenzolar-S-metil) (Bion®), foi feita
através da sua dispersdo no solo em 2 aplicacdes (GRAHAM e MYERS, 2011), na
concentracdo de 0,02 g L™, sendo a primeira aos 88 dias de vida da planta, e a

seguinte, aos 92 dias.

2.4.7 Avaliagéo dos sintomas

A severidade da doenca foi medida através de escala percentual e o indice de
doenca foi calculado de acordo com McKinney (1923), utilizando a atribuicdo de

notas para os sintomas apresentados. 0 = plantas sem sintomas; 1 = plantas com



31

menos de 10% até 25% com les@es; 2 = plantas com 25% até 50%; 3 = plantas com

50% até 75%; 4 = 75% até 100% (plantas totalmente com sintomas).

2.4.8 Cddigo dos Tratamentos de Campo

CSP — Controle sem patdgeno, plantas sem a inoculagéo do F. solani;

CCP — Controle com a inoculagéo do F. solani;

IRP — Indutor de resisténcia e a inoculagdo do F. solani;

EIV — Eficiente in vitro - Trichoderma melhor antagonista in vitro e a

inoculagéo do F. solani;

EPQ — Eficiente produtor de quitinase - Trichoderma melhor produtor de

quitinase e a inoculagéo do F. solani;

2.4.9 Inducdo de respostas de defesas bioquimicas da planta

Coletou-se cinco folhas das plantas de mandioca de cada tratamento e
armazenadas em freezer (-18 °C) para determinacfes analiticas. Para obtencdo dos
extratos vegetais, e posterior determinacdo das atividades enzimaticas, 0,1 g das
amostras de folhas foram maceradas em N liquido e em seguida adicionado 4 mL do
tampdo fosfato de potassio (50 mM pH 7,0) com [0,05g] de polivinilpirrolidona
(PVP). O extrato foi colocado em microtubos, centrifugados por 10 min a 10.000 g a
4 °C. Em seguida o sobrenadante foi transferido para microtubos, e armazenados em
freezer a -20°C, para serem usadas posteriormente. Para determinar a atividade da
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi utilizada a metodologia descrita por Havir e Mchale
(1987). A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 160 1.11.1.11) foi
determinada pela metodologia de Nakano e Asada (1981) modificada por Koshiba
(1993). A determinacéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1) foi avaliada de
acordo com Urbanek et al. (1991) usando guaiacol e H,O, como substrato, e a
polifenoloxidase (PFO, EC 1.10.3.1) foi determinada pela oxidacdo do pirogalol
(KAR e MISHRA, 1976). Todas as atividades enzimaticas foram medidas em mmol
min?g? MF.

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Todos os testes foram realizados em delineamento inteiramente casualizado,

submetidos a andlise de variancia ANOVA. As médias separadas pelo teste de
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Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Programa Sisvar versdo 5.4 Build 80

(FERREIRA, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo de potencial antagonista de Trichoderma contra Fusarium solani, in

vitro

Todos as estirpes de Trichoderma apresentaram inibi¢do contra o crescimento

do F. solani (Tabela 1). Os mais eficientes foram T. hamatum (6656) T. harzianum

(6508) e T. aureoviride (3486), com inibicdo do crescimento em média de 88%.
Alwathnani et al. (2012), Melo e Faull (2000), Rahman et al. (2015) encontraram

resultados similares na avalicdo do controle in vitro com as mesmas espécies de

Trichoderma. Porém, nenhum desses autores deparou-se com 0 maior percentual

encontrado nesta pesquisa. Um fator relevante, visto que Hermosa et al. (2012) em

analises bioquimicas e moleculares mostraram a relacdo entre o antagonista e 0

patdgeno para um bom resultado no momento da inibicao.

Tabela 1. Efeito antagonista de isolados de Trichoderma contra o crescimento

micelial de Fusarium solani, in vitro

Espécie de Trichoderma

Numero de Identificacdo

% de inibicéo do

crescimento do Fusarium

solani
Trichoderma aureoviride 3486 87,83+ 0,13%°
Trichoderma aureoviride 3734 81,30 +0,14°
Trichoderma aureoviride 5158 80,43 £ 0,16°
Trichoderma aureoviride 6668 71,30 +0,12¢
Trichoderma hamatum 6656 88,91 + 0,087
Trichoderma harzianum 3086 84,35+ 0,07°
Trichoderma harzianum 3197 75,87 + 0,05°
Trichoderma harzianum 6508 88,48 £ 0,232

Trichoderma

longibrachiatum 0068 B247£0,10°
Trichoderma virens 5007 84,57 +0,12°
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Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).

Esta avaliacdo é de suma importancia, pois possibilita selecionar potencial
agente antagbnico com efeito direto, interferindo no crescimento micelial dos
patogenos (KHALILI et al., 2012), e em particular potencial agentes antagbnicos a
patogenos do solo (ROSA et al., 2009). Portanto, o presente trabalho mostra uma
eficiente capacidade de competicdo dos isolados de Trichoderma, e sua relacéo
micoparasitica in vitro contra F. solani, salvo que Al-Saeedi et al. (2014) sugerem
esse potencial por varios mecanismos de acdo, com relevancia a competicdo por
nutrientes e/ou nicho, parasitismo, producdo de enzimas, ou mesmo antagonismo

mecanico.

Verifica-se que o T. hamatum (6656), apresentou alto poder micoparasitico, ja
que é possivel observar o maior percentual de inibicdo de crescimento in vitro do F.
solani (Tabela 1; Figura 1). Assim, este foi selecionado como melhor candidato ao
controle in vivo da podridéo radicular da mandioca neste estudo. Em vista que, Bae
et al. (2009) e Ryder et al. (2012), relataram que esta espécie de Trichoderma
apresentou potencial para inducdo de resisténcia e promocdo de crescimento de
cultivares de cacau e alface, respectivamente, em ambientes adversos, e por estas
caracteristicas serem similares as encontradas em solos cultivados com mandioca,
evidencia um possivel agente antagénico eficiente para utilizacdo contra fungos

patogénicos em solos pobres e com historico de infestagdo de doencas.
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Figura 1. Atividade micoparasita de Trichoderma hamatum (6656) diante do

Fusarium solani.

3.2 Atividade de quitinase por isolados de Trichoderma

Todas as estirpes de Trichoderma apresentaram producdo de quitinase (Tabela
2), com destaque ao T. aureoviride (5158) na qual apresentou maior valor de
atividade de quitinase, diferindo estatisticamente dos demais isolados, apresentando
o valor de 6,70 U mL™. Resultado semelhantes foram encontrados por Agrawal e
Kotasthane (2012) na qual relataram que estirpes de T. aureoviride apresentaram
maiores atividades quitinoliticas suplementadas com quitina coloidal, do que as
estirpes das espécies: T. harzianum, T. viride, T. virens e T. citirinoviride. Os
mesmos autores indicaram que, maior resultado da producgéo de quitinase por essa
espécie, T. aureoviride, se da pela afinidade quanto ao pH da quitina coloidal, e
assim, sendo um 6timo produtor da enzima contra a quitina da parede celular de

patdgenos.

Tabela 2. Atividade de quitinase por isolados de Trichoderma

. . ) L Atividade de quitinase (U
Espécie de Trichoderma Numero de Identificacdo

mL™)

Trichoderma aureoviride 3486 2,77 +0,19°
Trichoderma aureoviride 3734 1,95 +0,14°
Trichoderma aureoviride 5158 6,70 = 0,43
Trichoderma aureoviride 6668 3,46 + 0,23°
Trichoderma hamatum 6656 4,01 +0,27%
Trichoderma harzianum 3086 2,70 £ 0,19%
Trichoderma harzianum 3197 4,40 +0,29°
Trichoderma harzianum 6508 4,53 +0,30°
Trichoderma b

longibrachiatum 0068 295 %036
Trichoderma virens 5007 2,05 + 0,15%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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A andlise da capacidade de producdo de quitinase pelas estirpes de
Trichoderma (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2011; SILVA et al., 2004; SILVA et al.,
2011) é um importante parametro analisado, uma vez que essa enzima degrada a
quitina, um polissacarideo constituinte da parede celular de uma gama de fungos,
dentre eles os patogénicos (DE LA CRUZ et al., 1995), ocorréncia apoiada pela
analise genbmica, feita por Gruber et al. (2011), Kubicek et al. (2011), que
identificaram sequéncias gendmicas em Vvarias estirpes de Trichoderma que

correspondem a quitinase.

Alamri et al. (2012) avaliando a producdo de quitinase por uma estirpe T.
harzianum, utilizando quitina de diferentes paredes celulares de patdgenos,
encontraram valores menores que o presente trabalho, um indicativo de que as
estirpes aqui testadas, tem alto potencial contra patégenos fangicos. O T. aureoviride
(5158) apresentou o melhor valor na producdo de quitinase, além disso, em estudos
de Calvaet et al. (1993), demonstraram a eficiéncia desta espécie em causar
beneficios a plantas de caléndola, por estimular o seu crescimento e aumentar a
biomassa das plantas. Por isso, esta espécie foi selecionada como melhor candidato

ao controle in vivo da podriddo radicular da mandioca neste estudo.

3.3 Biocontrole da podriddo radicular da mandioca, causado por Fusarium solani,

usando Trichoderma

Os resultados da severidade, avaliado tanto na parte aérea quanto na raiz
mostram alto poder de viruléncia do F. solani (CFF109) (Figura 2 — A), com
severidade de 85 e 35%, respectivamente, no tratamento controle com patogeno. A
aplicacdo do Trichoderma mais eficiente no antagonismo in vitro e o mais eficiente
na producéo de quitinase, mostraram redugdes de 64 e 60% na severidade da doenca
na parte aérea, de 82 e 84% na severidade na raiz, respectivamente, quando

comparados ao tratamento controle com patdgeno.

Estes valores indicam que tanto o T. hamatum (6656) e o T. aureoviride

(5158), foram eficientes no controle do F. solani na parte aérea da planta.

Todos os tratamentos testados foram eficientes em relacdo a diminuigdo da
severidade da doenca na parte radicular da planta, em relacdo ao CCP (Figura 2 — B).
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Os valores expressos no presente trabalho, mostram similaridade ao estudo de
Bokhari e Perveen (2012), em que demonstra reducdo da incidéncia da doenca,
causado por fungos do género Trichoderma no controle in vivo contra 0 mesmo

patégeno em plantas de tomates.
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Figura 2. A — Severidade (%) da parte aérea; B — Severidade (%) da parte
radicular de mandioca cv. “Pai Anténio” infectadas com Fusarium solani. CSP =
Controle Sem o Patégeno; CCP = Controle Com o Patégeno; IRP = Indutor de
Resisténcia em Plantas (ASM); EIV = Trichoderma hamatum (6656) - Eficiente in

vitro; EPQ = Trichoderma aureoviride (5158) - Eficiente em Producédo de Quitinase.
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Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo
com o teste de Tukey (P <0.05).

O IRP diminuiu na porcentagem da severidade na parte radicular, ndo
diferenciando estatisticamente em relacdo ao controle com F. solani na parte aérea
(Figura 2 — A e B). Apesar de varios autores (JI et al., 2011; KONE et al., 2009)
relatarem que o indutor de resisténcia em plantas age na resisténcia sistémica
adquirida (systemic acquired resistance - SAR) em plantas contra agentes
patogénicos, no presente trabalho este ndo foi tdo eficaz. Provavelmente devido ao
tempo de acdo do indutor de resisténcia em plantas, que dependendo da cultura,
necessita de quatro semanas para apresentar resultados na inducdo da resisténcia a
planta (BARILLI et al., 2010; SILLERO et al., 2012).

3.4 Inducdo de respostas de defesas bioquimicas da planta

As andlises das atividades de enzimas antioxidantes, que combatem as espécies
reativas de oxigénio, nos tratamentos analisados, mostraram perfis de atidade
semelhante para as enzimas CAT e PFO para todos os tratamentos, mas perfis
diferentes para as enzimas POX e APX em relacdo ao tratamento IRP. As atividades
de todas as enzimas analisadas (APX, POX, CAT e PFO), aumentarm suas atividades
na presenca dos dois antagonistas nos tratamentos EIV e EPQ.

As plantas analisadas responderam ativamente a todos os testes submetidos do
grupo de enzimas que combatem as EROs. Dando-se énfase as plantas dos
tratamentos EPQ e EIV para todos os testes enzimaticos: peroxidase (POX),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PFO); apresentando
diferenca significativa quanto os tratamentos controles CSP, CCP e o tratamento IRP
(Figura 3).

Importancia é dada as enzimas que combatem o grupo das EROs, pois é uma
resposta da planta que sofre estresse seja abidtico ou bidtico, para um reequilibrio
bioquimico (MILLER et al., 2010). Portanto, um mecanismo para homeostase redox
das plantas, em condicbes de estresse, € a desintoxicacdo das EROs para a
sobrevivéncia celular (GILL e TUTEJA, 2010).
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Figura 3. Atividades enziméaticas em plantas de mandioca tratadas com
isolados de Trichoderma (eficientes no antagonismo in vitro e na producdo de
quitinase) e inoculadas com Fusarium solani. Peroxidase (POX), Catalase (CAT),
polifenoloxidase (PFO) e Ascorbato peroxidase (APX). CSP = Controle Sem o
Patdgeno; CCP = Controle Com o Patdgeno; IRP = Indutor de Resisténcia em
Plantas (ASM); EIV = Trichoderma hamatum (6656) - Eficiente in vitro; EPQ =
Trichoderma aureoviride (5158) - Eficiente em Producdo de Quitinase. Medias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o
teste de Tukey (P < 0.05).

Os tratamentos com o uso dos Trichoderma, foram os mais ativos para todas as
enzimas como resposta da planta, indicativo que o uso dos antagonistas, ajudou a
resposta de defesa caracterizando a inibi¢cdo do crescimento do patdgeno, que pode
ocorrer através da formacdo de fitoalexinas, refor¢co da parede celular, sintese de
metabolitos secundarios e proteinas (SHORESH et al., 2008).

As mais altas atividades foram de POX, que pode correlacionar por essa
enzima catalisar a oxidac&do e a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicinamico em
presenca de peroxidase, originando lignina, reforcando a parede celular das plantas
em resposta a ataque de patogenos (ARRIETA-BAEZ e STARK, 2006; FRY, 2004);
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e a APX, por essa enzima junto com glutationa redutase e dehidroascorbato redutase,
pertencem a um mecanismo de detoxificacdo de peroxido, conhecido como via
ascorbato-GSH (TOMANKOVA et al., 2006), ajudando na mecanismo de defesa da

planta.

4. CONCLUSAO

O Trichoderma hamatum (6656) foi o melhor antagonista entre todas as
estirpes; ja o Trichoderma aureoviride (5158) foi o mais eficiente produtor de

quitinase.

Os T. hamatum (6656) e T. aureoviride (5158) foram eficazes e melhores que o
indutor de resisténcia, podendo ser usados como controladores da podridao radicular

da mandioca, causada por Fusarium solani.

O T. aureoviride (5158) teve uma melhor afinidade com a planta, visto que
possibilitou a mesma, maiores atividades de peroxidase e ascorbato peroxidase,
sendo indicio de que esta estirpe promove a cultura da mandioca, a producdo de
inibidores contra a podriddo radicular da mandioca, causando a resisténcia sistémica

induzida para essas plantas.
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CAPITULO Il

POTENCIAL ANTAGONICO DE Trichoderma SPP. AO Scytalidium lignicola
(CFF408) E ATIVIDADES ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES EM
MANDIOCA



49

RESUMO

Trichoderma sdo fungos com grande potencial antagdnico pelos seus varios
mecanismos de atuacdo. Como liberacdo de enzimas, a quitinase, que atacam a
parede celular dos patdgenos. Esses fungos sdo utilizados em varias culturas como
antagonistas de vérios fitopatdgenos, porém, poucos estudos indicam o uso do
Trichoderma como biocontrole do S. lignicola causador da podriddo negra da
mandioca. Apesar das muitas possibilidades antagénicas dos Trichoderma, existe
lacunas sobre o conhecimento da interecdo Trichoderma-planta-patdgeno, visto que
0s antagonistas podem colaborar para a possivel inducdo de resisténcia as plantas,
porque quando expostas a esse patossistemas, as plantas respondem com a producao
de enzimas antioxidativas. Portanto, o presente trabalho teve como obijetivos,
selecionar os melhores, antagonista in vitro e produtor de quitinase; avaliar o
potencial antagdnico dos Trichoderma selecionados, em comparagdo com o indutor
de resisténcia, em aplicacao na planta, tendo como resposta fisiol6gica a avaliacdo da
producdo de enzimas do complexo oxidativo. In vitro, foi analisado a inibicdo do
crescimento micelial do S. lignicola em meio batata-dextrose-agar, para selecionar o
melhor Trichoderma com potencial antagbnico direto. Um método baseado na
utilizacdo de meio basal com quitina coloidal, como Unica fonte de carbono, foi
utilizada para avaliar o melhor Trichoderma, para producdo de quitinase. Em casa de
vegetacdo, foi comparado in vivo os Tricoderma anteriormente selecionados, contra
0 uso de indutor de resisténcia, para o potencial inibitério da severidade da doenca
infestada nas plantas, apds 92 dias de crescimento. Posteriormente, foi avaliada a
producdo de enzimas pelas plantas dos tratamentos in vivo, do complexo
antioxidativo (ascorbato peroxidase, catalase, peroxidase e polifeniloxidase). Todas
as estirpes apresentaram inibicdo do crescimento do S. lignicola, no entanto, o mais
eficiente foi o T. harzianum (3086) com valor de 80,78% de inbicao de crescimento
micelial, assim sendo o melhor candidato para inibigédo da doenca. O T. aureoviride
(5158) foi 0 melhor candidato para inibicdo da doenca, por ser o melhor produtor de
quitinase. No resultado para o teste da severidade in vivo, todos 0s tratamentos foram
eficientes para a diminuicéo da severidade da doenca, sendo os tratamentos com 0s
Trichoderma que mais se destacaram. Dos dados enzimaticos, o tratamento T.

aureoviride (5158) eficiente na produgéo de quitinase foi 0 que apresentou maior
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eficiéncia dentre os tratamentos para todas as enzimas testadas (APX, CAT, POX e
PFO), com destaque para a alta producdo das enzimas peroxidase e ascorbato
peroxidase. Os isolados Trichoderma harzianum (3086) e Trichoderma aureoviride
(5158) foram eficientes na diminuigéo da severidade da podridao negra da mandioca,
causada por S. lignicola.
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ABSTRACT

Trichoderma fungi are strongly antagonistic by its various mechanisms of
action. As release of enzymes, such as chitinase, which attack the cell wall of the
pathogen. These fungi are used in various cultures as antagonists of various
pathogens, however, few studies account for the use of Trichoderma as biocontrol of
S. lignicola that causes the of cassava black rot. Despite the many opposing
possibilities of Trichoderma, there are gaps on the knowledge of interaction
Trichoderma-plant-pathogenic, whereas antagonists may contribute to possible
plants induction of resistance, because when exposed to this pathosystems, plants
respond with the production of antioxidative enzymes. Therefore, this study aimed to
select the best antagonist in vitro and chitinase producer; evaluate the antagonistic
potential of the selected Trichoderma, compared with the resistance inducer in
applying to the plant, with the physiological response evaluation of the production of
oxidative enzymes complex. In vitro, it was analyzed the inhibition of mycelial
growth of S. lignicola on potato-dextrose-agar, to select the best Trichoderma with
direct antagonistic potential. Method based on the use of basal medium with colloidal
chitin as the sole carbon source, was used to evaluate the best Trichoderma, for
chitinase production. In the greenhouse, it was compared in vivo the Trichoderma
selected earlier, against the use of inductor resistance to the inhibitory potential of
the severity of the disease in infested plants, after 92 days of growth. Subsequently,
was evaluated the production of enzymes in plants in vivo treatments of the
antioxidative complex (ascorbate peroxidase, catalase, peroxidase and poliphenol
oxidase). All strains show inhibition of S. lignicola growth, however, was more
efficient T. harzianum (3086) value of 80.78% of mycelial growth inhibition,
therefore the best candidate for inhibition of disease. The T. aureoviride (5158) was
the best candidate for inhibiting the disease, to be the best of the chitinase producer.
The result for the severity in vivo test, all treatments were effective in the reduction
of disease severity, and the treatments with Trichoderma that more stood out. Of
enzyme data, the treatment T. atroviride (5158) efficient in the production of
chitinase showed the highest efficiency among the treatments for all tested enzymes
(APX, CAT, POX and PPO), highlighting the high production of peroxidase and
ascorbate peroxidase. The Trichoderma harzianum (3086) and Trichoderma
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aureoviride (5158) were effective in reducing the severity of cassava black rot,

caused by S. lignicola.
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1. INTRODUCAO

Trichoderma é um grupo de fungos filamentosos de rapido crescimento, com
producdo intensiva de esporos em condi¢des adversas do solo (SINGH et al, 2010) e
simbiontes endofiticos das plantas (CARRERAS-VILLASENOR et al., 2012). Estes
exercem controle biol6gico contra fungos fitopatogénicos de forma indireta, através
de mecanismos defensivos e antibiose (SALAS-MARINA et al., 2011), competicdo
por nicho e nutrientes (HERMOSA et al., 2012), alterando condi¢Ges ambientais
(STEYAERT et al., 2010) e estimulando o crescimento das plantas (BOGUMIL et
al., 2013) ou diretamente, por micoparasitismo (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2011).

Pelo mecanismo de micoparasitismo os Trichoderma spp. sao capazes de clivar
as hifas dos patdgenos através da secrecdo de enzimas, tais como amilase (ANITA et
al., 2012), glucanases e quitinases (MARCELLO et al., 2010; SHORESH et al.,
2010).

Vérios sdo os estudos que avaliam o potencial antagbnico do género
Trichoderma diante de fitopatdgenos (DOLEY et al., 2014; EL-GALI, 2014,
KUMAR et al., 2015), porém, existe uma lacuna de informacbes a respeito do
comportamento da planta na utilizagdo desses fungos como biocontroladores de
patdgenos do solo (KIPNGENO et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2014; TAPWAL
et al., 2015), sobretudo na cultura da mandioca (SOBOWALE et al., 2010).

A eficiéncia na utilizacdo de estirpes de Trichoderma contra diversos
patégenos foi mostrada para uma gama de culturas, como, feijdo (MOHAMED et al.,
2010), tomate (PATIL et al., 2012), amendoim (ABDEL-KADER et al., 2013),
meldo (GALLETTI et al.,, 2015), melancia (EVERTS et al., 2014), mandioca
(UBALUA e OTI, 2008), dentre outras. Sabe-se que a mandioca sofre grandes perdas
por causa do ataque de varias doencas, com destaque a podriddo negra da mandioca
pela severidade contra a cultura (EMBRAPA, 2003), sendo um dos principais
agentes causais o Scytalidium lignicola, fitopatégeno habitante do solo de dificil
manejo (SILVA et al., 2013).

O manejo integrado de doencgas incorporando métodos de controles cultural e

bioldgico, com reducdo de insumos quimicos vem sendo uma abordagem cada vez



54

mais presente e bastante promissora, uma vez que, para o controle de varias doencas
da mandioca ndo ha registro de defensivos agricolas no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, e 0 uso de Trichoderma como biocontrolador dos
patdgenos vem despontando dentre as alternativas para essa cultura
(BUENSANTEAI e ATHINUWAT, 2012; HARMAN et al., 2012).

Vaérios séo os estudos utilizando o Trichoderma no biocontrole de inimeras
doencas de plantas, todavia, existe lacunas no conhecimento da acdo enzimatica
desses antagonistas e a resposta fisiologica da mandioca, quando submetidas ao
patossistema em estudo. Assim, no presente trabalho, objetivou-se, (1) avaliar e
selecionar o melhor antagonista entre dez estirpes de Trichoderma no controle in
vitro contra o Scytalidium lignicola; (2) avaliar o potencial antagonista dos isolados
anteriormente selecionados e comparar com o indutor de resisténcia para 0 manejo
da podriddo negra da mandioca e (3) determinar as respostas enzimaticas em plantas

de mandioca.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do Scytalidium lignicola

O fungo S. lignicola (CFF408) foi isolado pelos autores Notaro et al. (2013), a
partir de raizes de plantas de mandioca, em propriedades no agreste pernambucano,
que apresentavam problemas com a podriddo negra da mandioca. As raizes foram
acondicionadas, refrigeradas e encaminhadas para o0 CENLAG, para higienizacdo,
através de lavagem em agua corrente, e desinfestadas com hipoclorito de sédio a 3%
e colocadas para secar em ambiente protegido. Em seguida, o patogeno foi isolado a
partir de fragmentos das raizes com lesdes, em que foram plaqueados em meio de
cultura BDA, acrescido de estreptomicina. Colocados para crescimento, obtendo-se
culturas puras, sendo identificadas e quantificadas por microscopia Optica através da

caracteristica das colonias, morfologia da cultura, dos esporos, e pigmentagé&o.

A patogenicidade deste isolado foi previamente testado conforme Serra et al.
(2009), observado através de avaliagdo visual a severidade da doenca, caracterizada

por areas de tecido coberto com sintomas.
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2.2 Avaliagdo de potencial antagonico de Trichoderma spp. ao S. lignicola
(CFF408), in vitro

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 11
tratamentos, sendo 10 isolados de Trichoderma + tratamento controle constituido
apenas pelo patogeno S. lignicola, com quatro repeticbes. Os tratamentos foram: T1
= T. aureoviride (3486), T2 = T. aureoviride (3734), T3 = T. aureoviride (5158), T4
=T. aureoviride (6668), T5 = T. hamatum (6656), T6 = T. harzianum (3086), T7 =T.
harzianum (3197), T8 = Trichoderma harzianum (6508), T9 = T. longibrachiatum
(6068), T10 =T. virens (5007), T11 = controle, apenas o S. lignicola.

Foi selecionado o isolado de Trichoderma mais eficiente na inibicdo do
crescimento micelial in vitro de S. lignicola. O mais eficiente na producdo da enzima

quitinase, ja foi selecionado em ensaio anterior.

2.3 Biocontrole da podriddo negra da mandioca, causado por Scytalidium lignicola
(CFF408), usando Trichoderma

O experimento de manejo da podriddo negra da mandioca, causado por S.
lignicola utilizando Trichoderma, foi realizado conforme capitulo anterior, seguindo
a mesma metodologia para preparo dos indculos do patégeno e dos Trichoderma
selecionados, mesmo preparo do solo, aplicacdo do indutor de resisténcia comercial,

da inoculacdo do patdgeno e antagonista.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 6
tratamentos e quatro repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por uma
planta por vaso. Os tratamentos foram: CSP — controle sem inoculagdo do S.
lignicola; CCP — controle com a inoculacdo do S. lignicola; IRP — indutor comercial
de resisténcia de plantas (Bion®); EIV —Trichoderma selecionado como melhor
antagonista in vitro; EPQ —Trichoderma selecionado como o melhor produtor de

quitinase.

Aos 92 dias ap6s o plantio da maniva, foram avaliadas a severidade através da
visualizacdo dos sintomas da podriddo negra, causada por S. lignicola que séo
calculadas de acordo com McKinney (1923), utilizando a atribuicdo de notas. 0 =

plantas sem sintomas; 1 = plantas com menos de 10% até 25% com leses; 2 =
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plantas com 25% até 50%; 3 = plantas com 50% até 75%; 4 = 75% até 100% (plantas

totalmente com sintomas).

2.4 Atividade enzimatica antioxidantes em mandioca

As atividades enzimaticas determinadas foram as mesmas do capitulo

anterior.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacgéo do potencial antagonico de Trichoderma spp. ao S. lignicola
(CFF408), in vitro

Dos isolados de Trichoderma testados, o que apresentou menor porcentagem
de inibicdo de crescimento do S. lignicola (CFF408), foi o T. aureoviride (6668) com
valor de 61,41%, enquanto o maior foi o T. harzianum (3086) com 80,78% (Figura
4).
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Figura 4. Efeito antagonista de isolados de Trichoderma contra o crescimento
micelial de Scytalidum lignicola (CFF408), in vitro. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Todos os Trichoderma apresentaram potencial inibitorio contra o S. lignicola,
similar aos resultados obtidos por Reddy et al. (2014), quando testaram o0s

Trichoderma viride, T. harzianum, T. reesei, T. atroviride, T. pseudokoningii, T.
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koningii e T. virens contra Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, Alternaria solani,
Aspergillus niger e Macrophomina phaseolina, verificaram que todos os antagonistas
se mostraram capazes de inibirem o crescimento dos patdgenos, sugerindo como
mecanismo de inibi¢cdo, o micoparasitismo e a produgdo de metabolitos volateis e

ndo-volateis.

As estirpes T. aureoviride (3486) e T. harzianum (3086) nao apresentaram
diferenca estatistica, destacando-se pelos melhores resultados de porcentagem de
inibicdo do crescimento do S. lignicola (CFF408) (Figura 4; 5). Assim, a estirpe T.
harzianum (3086), por apresentar um valor maior e outros autores (GALLETTI et al.,
2015) verificarem seu potencial para o desenvolvimento da cultura em avaliacao, e
antagonismo a patdégenos presentes no solo (SUNDARAMOORTHY e
BALABASKAR, 2013), foi selecionado como melhor candidato ao controle in vivo

da podridao radicular da mandioca neste estudo.

Figura 5 — Atividade micoparasita de T. aureoviride (3486) (A) e T.
harzianum (3086) (B) diante do S. lignicola (CFF408).

3.2 Biocontrole da podridao radicular da mandioca, causado por Scytalidium
lignicola (CFF408), usando Trichoderma

Todos os tratamentos foram eficientes no manejo da podriddo negra da
mandioca, causada por S. lignicola (Figura 6 A e B). O tratamento EIV foi o melhor
estatisticamente no controle da podrid&o radicular da mandioca in vivo, seguido dos
tratamentos EPQ e IRP, em que apresentaram valor estatistico diferente do controle

com patégeno - CCP, na avaliacdo da porcentagem da severidade. Os dados
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apresentados, evidenciam a eficicia dos tratamentos T. harzianum (3086), como
controlador da severidade do S. lignicola (CFF408). Enfase pode ser dada ao
resultado encontrado com o uso do Trichoderma, pois sugere que 0 uso do
organismo em plantas em ambiente bem nutrido, contribui numa maior resisténcia a
cultura contra patogenos (ABDEL-KADER et al., 2013; EL-MOHAMADY et al.,
2014).
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Figura 6. A — Severidade (%) da parte aérea; B — Severidade (%) da parte
radicular de mandioca infectada com Scytalidium lignicola. CSP = Controle Sem o
Patogeno; CCP = Controle Com o Patogeno; IRP = Indutor de Resisténcia de Plantas
(ASM); EIV = Trichoderma hamatum (6656) — Eficiente in vitro; EPQ =
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Trichoderma aureoviride (5158) — Eficiente em Producdo de Quitinase. Medias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o
teste de Tukey (P <0.05).

O confronto antagonista vs. fitopatdgeno in vivo, contribui com expectativas
futuras para agricultura, de maneira a ressaltar a tomada de decisdo a possiveis usos
de biocontroladores contra diversas doencas (OTADOH et al., 2011) e possiveis
promotores de crescimento das plantas (JOSHI et al., 2010). Rinu et al. (2013)
verificaram em um estudo que a estirpe do T. gamsii foram eficazes em campo, de
modo que as plantas leguminas e cereais nao apresentaram sintomas de doencas,
sendo testado contra inimeros patdgenos, dentre, Alternaria alternata, Cladosporium
oxysporum, Fusarium oxysporum, Fusarium pallidoroseum, Fusarium solani,

Pythium afertile, e Phomopsis archeri.

O uso do tratamento com indutor de resisténcia - IRP (WHAN et al., 2009),
vem sendo prética cultural como outra possivel alternativa no manejo de doengas
causadas por patdgenos radiculares. No entanto, pode-se verificar que o tratamento
IRP foi 0 menos eficiente contra a severidade do S. lignicola (CFF408), fato que
pode ser explicado pelo seu tempo de atuacdo, ja que estudos anteriores na utilizacao
do acibenzolar-S-metil contra patégenos do solo foram satisfatérios apds quatro
semanas da aplicacdo (ELMER et al., 2006; EVERTS et al., 2014).

3.3 Inducdo de respostas de defesas bioquimicas da planta

As plantas sdo capazes de produzir uma resposta de imunizacdo apds infeccao
de patdgenos, que € conhecido como a resisténcia sistémica adquirida (RSA)
(GOMEZ-VASQUEZ et al., 2004). Embora, alguns fungos em simbiose com as
plantas, mais especificadamente os do género Trichoderma, ajudam as plantas para
inducdo da producdo de enzimas contra patdogenos que as infectam
(JAYALAKSHMI et al., 2009), como resposta tem-se a resisténcia sistémica
induzida (RSI). Fato de relevante importancia, porém, pouco estudado com relacdo

ao uso de Trichoderma como biocontrolador em muitas pesquisas da atualidade.

A cultura de mandioca respondeu a todos os testes do grupo de enzimas que
combatem as espécies reativas de oxigénio. Destacando as plantas do tratamento
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EPQ para todos os testes enzimaticos: peroxidase (POX), ascorbato peroxidase

(APX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PFO), com os maiores valores (Figura 7).
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Figura 7. Atividades enzimaticas em plantas de mandioca tratadas com
isolados de Trichoderma (eficientes no antagonismo in vitro e na producdo de
quitinase) e inoculadas com S. lignicola (CFF408). Peroxidase (POX), Catalase
(CAT), polifenoloxidase (PFO) e Ascorbato peroxidase (APX). CSP = Controle Sem
o Patdgeno; CCP = Controle Com o Patdgeno; IRP = Indutor de Resisténcia de
Plantas (ASM); EIV = Trichoderma hamatum (6656) — Eficiente in vitro; EPQ =
Trichoderma aureoviride (5158) — Eficiente em Producdo de Quitinase. Medias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o
teste de Tukey (P <0.05).

Os tratamentos com Trichoderma (EPQ e EIV) apresentaram 0s maiores
valores para todas as enzimas avaliadas. OJHA e CHATTERJEE (2012), mostram
que o uso de T. harzianum potencializa as atividades enzimaticas, evidenciando a
peroxidase, em tomate contra o Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersicimedi. Isso
acontece pela planta reagir inicialmente a infecgdo através da producdo méxima
dessa enzima e, com possivel estimulo do antagonista (CHRISTOPHER et al., 2010).

A atividade da ascorbato peroxidase, foi a segunda mais alta, porque essa enzima
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pertencer a um mecanismo de detoxidacdo de peroxido (TOMANKOVA et al.,

2006), ajudando na defesa da planta.

Em todos os tratamentos, as atividades CAT e a PFO, foram inferiores
comparadas as demais enzimas. Gayatridevi et al. (2012) relatam que a baixa ou
inibicdo da atividade de CAT, pode ser resultado da ativacdo da resisténcia sistémica
adquirida, e Sanchez et al. (2000) explicam a baixa ou inibi¢ao da atividade de PFO

pela tensdo dos patdgenos nas plantas quando infectadas.

4. CONCLUSAO

A estirpe Trichoderma harzianum (3086) selecionada no teste antagonico in
vitro e o Trichoderma aureoviride (5158) melhor produtora de quitinase, foram
eficiente no controle in vivo da podriddo negra da mandioca, causada por S. lignicola
(CFF408), assim como, contribuiram para a producdo de enzimas do grupo
antioxidante das plantas de mandioca, com destaque para as enzimas peroxidase e
ascorbato peroxidase.
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