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Todos os direitos deste relatorio sao reservados a Universidade Federal do
Amazonas, ao Nucleo de Estudo e Pesquisa em Ciéncia da Informacéo e aos seus
autores. Parte deste relatério sé podera ser produzida para fins académicos ou

cientificos.

Esta pesquisa, financiada pelo Conselho Nacional de Pesquisa — CNPq, através do
Programa Institucional de Bolsas de Iniciag&do Cientifica da Universidade Federal do
Amazonas, foi desenvolvida pelo Nucleo de Estudo e Pesquisa em Ciéncia da
Informacao e se caracteriza como sub projeto do projeto de pesquisa Microrganismos
associados ao guaranazeiro com potencial biotecnolégico e agricola: especialmente

visando o controle da antracnose.
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l.Introducéo

Doencas de plantas, principalmente causadas por patdgenos séo responsaveis
por perdas severas em culturas de importancia econdmica em todo o mundo.

O controle de doengas de plantas ndo € totalmente eficiente, uma vez que o
patdgeno penetra no tecido vascular da planta. Os insumos quimicos também tém
causado impactos negativos nos mais diferentes compartimentos dos ecossistemas,
representados por contaminacdo das aguas, residuos quimicos no solo, efeitos nos
microrganismos, danos a saude humana e dificuldades da ciclagem de residuos
guimicos em ambientes protegidos (FRIGHETTO, 2000).

Os métodos de controle de doencas de plantas utilizados vém sendo
aperfeicoados com o objetivo de assegurar o uso correto e racional de produtos
quimicos, bem como, garantir a rentabilidade da atividade ao agricultor e diminuir os
riscos a saude humana e ao meio ambiente. Sendo assim, o controle biol6gico se
constitui em demanda atual e de alta importancia para viabilizar a substituicdo dos
agroquimicos. Uma alternativa para o controle de fitopatbgenos € o uso de
microrganismos antagonistas, 0s quais oferecem potencialmente respostas para muitos
problemas enfrentados na agricultura.

O género Trichoderma é um dos fungos antagonistas mais estudados, exibindo
consideravel variabilidade entre as linhagens com relacdo a atividade de biocontrole,
espectro de acao contra os hospedeiros, propriedades fisiolégicas e bioquimicas, como
também, adaptabilidade ecolégica e ambiental. Além disso, agentes potenciais de
biocontrole pertencentes ao género Trichoderma podem ser isolados dos ambientes
naturais dos patdégenos, ou seja, de solos ou de plantas.

Vérias espécies de Trichoderma sdo capazes de secretar metabdlitos
secundarios toxicos a fitopatdogenos, sendo que essa caracteristica €& variavel
dependendo da linhagem (HANDELSMAN e STABB, 1996). Ainda nao foi comprovado
se 0s antibidticos produzidos por Trichoderma exercem efeitos pronunciados contra
fitopatdogenos in situ. Ha evidéncias de que em condi¢cbes de laboratorio, estes fungos
sejam capazes de produzir antibidticos que exercam efeitos contra bactérias e fungos
(MELO, 1996).



Os enddfitos apresentam ainda outra caracteristica interessante, € a promocao
de crescimento vegetal pela sintese de fitormdnios e fixacdo de nitrogénio (PEIXOTO-
NETO et al., 2002). A interacdo de um fungo com seu hospedeiro vegetal varia e
depende da planta. A colonizag&o pode ser sistémica ou local, inter ou intracelular. Os
fungos endofiticos que colonizam seus hospedeiros assintomaticamente (AZEVEDO e
ARAUJO, 2006), sdo fortes candidatos ao controle biologico de fitopatégenos, por
ocuparem 0 mesmo hicho ecoldgico destes.

Véarias espécies de Trichoderma sdo aptas a controlar fitopatdgenos por
microparasitismo, producdo de toxinas e enzimas (AZEVEDO et al., 2000), competicao
e inducdo visivel, pois Trichoderma cresce, sobrepondo a colénia de Crinipellis
perniciosa, que cessa o crescimento. O antagonista também esporula na superficie do
micélio de C. perniciosa e sua hifa enrola-se em torno da hifa do patégeno, penetrando-
a, causando lise (ELAD et al., 1983) e morte do patdégeno (BASTOS, 1996).

A antracnose, doenca causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola que
ataca a planta em qualquer estadio de desenvolvimento de forma altamente destrutiva.
Nas plantas atacadas, o fungo induz o crestamento (queima) em folhas jovens, com
sua subsequente queda. Em folhas novas, ainda em crescimento e antes da
maturidade, os sintomas s&o lesdes necroticas com formato variavel de circular a
eliptico, caracterizando o quadro da antracnose. Quando numerosas, essas lesdes
causam deformacgbes e enrolamento das folhas, principalmente quando atingem as
nervuras. Folhas maduras ou velhas ndo séo infectadas. Atagues sucessivos deste
fungo induzem a morte descendentes dos ramos e por fim a da planta. O controle da
antracnose pode ser obtido pelo emprego de pelo menos trés estratégias: utilizacdo de
clones possuidores de alto niveis de resisténcia estavel, aplicacbes regulares de
fungicidas e reducdo de severidade de doenca mediante utilizacdo de podas em
épocas pré-definida.

Algumas espécies de Trichoderma tém sido estudadas com relacdo a sua
capacidade competitiva com fungos fitopatogénicos, devido a sua rapida taxa de
crescimento micelial e a um antagonismo direto, envolvendo enrolamento de hifas e

penetracdo, com secrecdo de antibidticos deletérios ao hospedeiro (JEFFRIES;



YOUNG, 1994). Dai esse trabalho ter como objetivo avaliar os efeitos antagdnicos do
Trichoderma spp. sobre o fungo fitopatogénico, Colletotrichum guaranicola.

Este projeto tem como objetivos testar e selecionar linhagens de Trichoderma
spp isoladas como enddfitas de plantas tropicais quanto a capacidade antagénica do
fitopatdbgeno agricola C. guaranicola.

2. Revisao de Literatura

2.1 Controle Biolégico

Doencas de plantas causadas por patégenos sdo responsaveis por perdas
severas em culturas de importancia econémica em todo o mundo. O controle dessas
doencas nao € totalmente eficiente, uma vez que o patdgeno penetra no tecido
vascular da planta. Insumos quimicos tém causados impactos negativos nos
ecossistemas e para diminuir os riscos a saude humana e ao meio ambiente, métodos
de controle de doencas de plantas vém sendo aperfeicoados. Uma alternativa de
controle de fitopatdgenos sdo 0s microrganismos antagonistas.

2.2 O género Trichoderma

Um dos fungos antagonistas mais estudados, exibindo consideravel
variabilidade entre as linhagens com relacdo a atividade de biocontrole, espectro de
acao contra os hospedeiros, propriedades fisioldégicas e bioquimicas, como também
adaptabilidade ecoldgica e ambiental. Eum fungo n&o patogénico, habitante do solo e
de plantas. Exerce antagonismo a varios fitopatbgenos e é m importante fungo
saproéfita de solo. Mecanismos de acdo pelos quais Trichoderma spp. pode atuar:
Antibiose, Hiperparasitismo, Competicdo e também em alguns casos através de
promocéo de crescimento.

O género Trichoderma, pertencente a Ordem Hypocreales, é representado por fungos
nao patogénicos, que sao habitantes do solo e de plantas e que exercem antagonismo a varios
fitopatdgenos, através do parasitismo e/ou antibiose (KRUGNER e BACCHI, 1995), bem como,
por hiperparasitismo (MELO, 1998).



No género Trichoderma, que € um importante sapréfita de solo, apresenta
varias espécies que sdo antagdnicas a outros fungos e bactérias, incluindo
fitopatdgenos, principalmente aqueles com estruturas de resisténcias consideradas
dificeis de serem atacadas por microrganismos (MELO, 1996) e fungicidas
benzimidazois (ZAMBOLIN; VALE; SILVA, 1998). Os mecanismos de acao pelos quais
o Trichoderma spp pode atuar séo: antibiose, hiperparasitismo, competicdo e também
em alguns casos através de promocao de crescimento (MELO, 1996).

Entretanto, ndo sdo todas as linhagens de Trichoderma spp que apresentam
atividade antibidtica, pois esta capacidade pode variar de individuo para individuo ou
mesmo estar ausente como ocorreu com as linhagens de Trichoderma spp isolados de
Strychnos cogens (Loganiaceae), testadas por Souza et al. (2004).

O género Trichoderma tem sido isolado também como microrganismos
endofiticos em espécies tropicais. Fungos endofiticos podem conferir resisténcia a
planta contra herbivoria por meio de dois mecanismos principais: 1) estimulo direto do
vigor da planta e 2) producdo de metabdlitos que aumentam a resisténcia a herbivoria
(CLAY et al., 1993). Os enddfitos colonizam a planta como um todo e o hospedeiro
recebe protecdo contra herbivoria, pela producdo de toxinas alcaldides por esses
enddfitos. Tal é a eficiéncia dos endofitos na protecdo de seus hospedeiros, que alguns
autores relatam a preferéncia dos herbivoros a ingestdo de plantas e/ou folhas que néao
contém endofitos (CLAY et al., 1993).

2.3 Endofiticos

Os endofiticos colonizam a planta como um todo e o hospedeiro recebe
protecdo contra herbivoria, pela producédo de toxinas alcalbides por esses enddfitos e
eles sdo fortes candidatos ao controle bioldgico de fitopatdgenos, por ocuparem o

mesmo nicho ecoldgico destes.

2.4 Antagonismo

2.4.1 Mecanismos de acao dos microrganismos antagonistas



Os principios do controle biolégico baseiam-se na relacdo antagbnica entre
microrganismos, como: predacdo, competicdo, amensalismo e parasitismo. Para que
um antagonista seja bem sucedido é preciso que ele tenha capacidade de se
multiplicar e colonizar a superficie da planta.

O parasitismo parece ser 0 mecanismo mais eficiente de antagonismo do
controle biolégico natural, pois os hiperparasitas por viverem as custas do patdgeno,
estao sujeitos as mesmas variagcdes ambientes e dependem das mesmas condi¢cdes do
organismo parasitado. Dentre os fungos filamentosos, o Trichoderma ¢é
reconhecidamente o hiperparasita mais importante e um dos mais estudados.

O desenvolvimento de microrganismos na superficie foliar € afetado pela
guantidade e pela qualidade dos nutrientes disponiveis no filoplano. Os microrganismos
selecionados do mesmo ambiente onde serdo utilizados, tem bastante chance de se
adaptarem e de serem eficientes, e neste caso sdo conhecidos como microrganismos
residentes. O microrganismo estranho (exotico ou introduzido), geralmente tem pouca
persisténcia no ambiente, devendo ser reaplicados com mais frequéncia.

N&o basta o antagonista ser um potente agente de controle in vitro. E preciso,
pois, conhecer os fatores ecolégicos que podem afetar o desempenho e, via de
consequéncia, adotar praticas de manejo adequadas para favorecer a sua

permanéncia e atividade no ambiente.

2.4.2 Selecdo de microrganismos antagonistas

Os testes de selecdo de microrganismos com potencial antagonista podem ser
realizados in vitro e in vivo. Neste caso, em condi¢cdes controladas ou em condi¢gbes
naturais. Ambos os métodos sdo complementares.

A selecdo de microrganismo in vivo é realizada através da aplicacdo do
antagonista, seguida da inoculacdo do patdogeno no hospedeiro por meio de
pulverizacdo de suspenséao de células, imersao de raizes, ferimentos, dentre outros.

Os principais métodos de selecdo de microrganismos in vitro descritos séo:
pareamento de culturas, papel celofane, placa sobreposta, camada dupla, liquido

metabdlico, entre outros.



2.4.3 Utilizacdo de fungos no Controle Bioldgico de Doencas:

Controle biolégico visa manter, através de certas praticas, um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patdogeno, ndo sofra
danos significativos, em funcdo da acao controladora dos organismos nao patogénicos
do sistema.

Na abordagem de controle biolégico, doenca € mais do que uma intima
interacdo do patdgeno com o hospedeiro influenciada pelo ambiente. E o resultado de
uma interacdo entre hospedeiro, patégeno e uma variedade de ndo-patdgenos que
também repousam no sitio de infeccdo e que apresentam potencial para limitar ou
aumentar a atividade do patégeno, ou a resisténcia do hospedeiro. Portanto, patégeno,
hospedeiro e antagonistas, interagindo num sistema biol6gico, sdo os fatores
componentes do controle biolégico.

O controle bioldgico é a “reducdo da densidade de inéculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patdgeno ou parasita nos seus estados de
atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizado naturalmente ou através
da manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introdugdo em massa
de um ou mais antagonistas”.

Outra definicdo de controle biolégico é, “Controle de um microrganismo por
outro microrganismo”.

Por esses conceitos, o controle bioldgico inclui praticas culturais para criar um
ambiente favoravel aos antagonistas e a resisténcia da planta hospedeira ou ambas;
melhoramento da planta para aumentar a resisténcia ao patdégeno ou adequar o
hospedeiro para as atividades antagonicas de microrganismos; introdu¢cdo em massa
de antagonistas, linhagens ndo patogénicas ou outros organismos ou agentes

benéficos.

2.4.4 InteracOes entre Patégeno, Hospedeiro e Antagonistas

Interacdo com o Ambiente : O ambiente é composto de varios fatores (solo,
temperatura, potencial hidrico, ph) que devem estar relacionados entre si e com 0s
organismos habitantes do sistema. A interacdo entre antagonista, hospedeiro e

patdgeno ndo ocorre de maneira particular , mas mutuamente. A ocorréncia de
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doencas em plantas indica que muitos aspectos do balanco biolégico ndo esta em
equilibrio. O desenvolvimento de doencas em plantas ocorre quando uma ou mais das
seguintes condi¢cbes ocorrem:

O patbgeno é altamente virulento, a densidade do in6culo € maior e ndo ha um
equilibrio com o antagonista. O ambiente abibtico € especialmente favoravel ao
patdogeno, e desfavoravel ao hospedeiro ou antagonista, ou ambos. A planta
hospedeira é altamente suscetivel, crescendo continuamente e extensivamente.

Os antagonistas estdo ausentes ou em baixa popula+&o, h4 falta de nutrientes
e ambiente préprio para a funcdo do antagonista, os antagonistas séo inibidos por
outros microrganismos, ou a producdo de antibidticos é absorvido pelo solo ou

inativado por outros microrganismos.

2.4.5 InteracBes entre o antagonista, patdgeno e hospedeiro:

Perda por doencas severas - Producdo moderadamente suscetivel, bem
adaptado ao ambiente; patdgeno bem adaptado, antagonista ndo tdo bem adaptado e
ineficiente.

Perda por doencas leves - Producédo suscetivel bem adaptada ao ambiente;
patbgeno pobremente adaptado, antagonista moderadamente adaptado e
completamente eficiente.

Quando nédo ha perda por doencas - Controle Biolégico. Producdo suscetivel,
antagonista e patdgeno bem adaptado ao ambiente. O antagonista reprimi o patdégeno.

Quando ndo ha perda por doencas - Producdo resistente, antagonista e

patdgeno bem adaptado ao ambiente. Hospedeiro resistente, prevenido de doencas.

3.Material e Métodos

3.1 Material Bioldgico
Foram reativadas 11 linhagens endofiticas de Trichoderma spp obtidas de
plantas tropicas (P. cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke, Dipteryx odorata,

Theobroma grandiflorum e Bactris gasipaes Kunth), que se encontram armazenadas,
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em frascos de penicilina pelo método de Castelani, no laboratério de Genética de
Microrganismos (LAGEM). Para reativa-las, foram cultivadas em placas com meio BDA

(Batata, Dextrose e Agar).

3.2. Atividade Enzimatica

Das 11 linhagens que foram reativadas foram utilizadas quatro linhagens de
Trychoderma spp, (D* (MC); DC3; DC1 e SR1 MD), para um teste de atividade
enzimatica. Apds crescimento em meio BDA por 24 horas a 28 °C, as linhagens foram
transferidas para placas de Petri contendo meio especifico (amido). Apos crescimento 24 horas
a 28 °C as placas de Petri foram coradas utilizando o vapor de iodo resublimado para

verificagcdo do halo de degradacéao.

3.3 Inoculacao para antibiose
As linhagens foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA com temperatura controlada em camara incubadora a 28 °C. Apos cinco dias de

cultivo os discos da cultura foram utilizados para o teste de antagonismo.

3.4 Teste de Antagonismo em Confrontacao Direta

Linhagens de Trichoderma spp. foram testadas contra o fungo fitopatégeno C.
guaranicola. Discos de agar contendo micélio e conidios de fitopatdgenos foram
colocados em placas de Petri (90 mm), contendo meio de BDA, a uma distancia de
aproximadamente 1,0 da borda. As culturas foram incubadas por sete dias (em
temperatura ambiente, na auséncia de luz). Linhagens de Trichoderma spp. foram
repicadas nas placas de Petri, em posicdo oposta a colénia do fitopatdogeno. As
colénias foram incubadas durante cinco dias, em temperatura ambiente e em
fotoperiodo de 12 horas. O potencial de antagonismo das linhagens foram avaliadas
trés dias apos a transferéncia dos organismos, adaptando-se a metodologia proposta
por Bell et al (1982), que estabelece o grau de antagonismo, por meio da divisdo de
cinco classes de notas: Nota 1: Antagonista cobrindo totalidade da superficie da placa.
Nota 2: Antagonista cobrindo pelo menos 2/3 da superficie. Nota 3: Antagonista
cobrindo pelo menos 50% da superficie. Nota 4: Patdogeno cobrindo ao menos 2/3 da
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superficie. Nota 5: Patdogeno cobrindo a totalidade da superficie, anulando o

antagonista.

3.5 Avaliagéo da producao de metabdlitos ndo volateis pelos antagonistas

A Avaliacdo sera feita pelo Método do papel celofane descrito por Gibbs
(1967), IN: Mariano (1993): Transferéncia de um disco de crescimento do antagonista
para o centro de placas de Petri contendo meio BDA, sobreposto por papel celofane
lavado e esterilizados, que serd utilizado para avaliar a producdo de metabdlitos
volateis. Serdo selecionadas linhagens de Trichoderma spp e C. guaranicola. Apés
sete dias da transferéncia do antagonista para a superficie do papel celofane, sera
retirado este papel com o crescimento aderente e sera transferido um disco de meio
BDA com o patégeno para o centro da placa. A avaliagdo sera feita sete dias apos a
repicagem, onde serd medido os diametros das colénias do patégeno em contato com
0s metabdlitos produzidos pelos antagonistas, comparando-se com a testemunha.
Quando a testemunha atingir a extremidade da placa, serd medido o crescimento
micelial e sera calculado a percentagem de inibicao.

3.6 Avaliacdo da producao e metabdlitos volateis pelos antagonistas

Em uma placa de Petri, contendo BDA, sera colocado um disco de cultura do
patdgeno e em outra sera colocado um disco de cultura do antagonista. A placa com o
patégeno sera sobreposta a placa com o antagonista e estas serdo envolvidas por filme
plastico. A incubacao ocorrerd em temperatura ambiente e a avaliacao sera realizada
11 dias ap6s a montagem do experimento, por meio da medi¢cdo dos diametros das
colénias do patégeno, comparando-os com a testemunha. No caso da testemunha, a

placa com o patdgeno em cima da outra placa contendo somente meio BDA.
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4 Resultados

4.1 Linhagens Reativadas.
Foram reativadas 11 linhagens de Trychoderma spp que estdo discriminadas

na Tabela 1.

Tabela 1 — Linhagens de Trychoderma spp que foram reativadas.

Linhagens Trychoderma spp Hospedeiro
DC1 Dipterix odorata (Cumaru)
DC3 Dipterix odorata (Cumaru)
D822 Dipterix odorata (Cumaru)
D102 (PM) Dipterix odorata (Cumaru)
DW (MC) Dipterix odorata (Cumaru)
D* (MC) Dipterix odorata (Cumaru)
SR1MD Dipterix odorata (Cumaru
SR1IME Dipterix odorata (Cumaru
D51 Dipterix odorata (Cumaru)
D1 Dipterix odorata (Cumaru)
D51E Dipterix odorata (Cumaru)

4.2. Atividade Enzimatica
Das quatro linhagens testadas de Trychoderma spp, para a produgdo de enzimas

hidroliticas (amilase) todas produziram atividade enzimética. Como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Teste para a Atividade Enzimatica (Amilase) para quatro linhagens de
Trychoderma spp.

Linhagens Trychoderma spp Atividade Enzimatica (Amilase)

DC1 +

DC3 n
D* (MC) +
SR1M D n
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4.3 Teste de Antagonismo em Confrontacdo Direta

Para o teste de Antagonismo foram utilizadas onze linhagens de Trychoderma
spp denominadas DC1; DW (MC); DC3; D* (MC); SR1 M D; SR1 M E; D822; D102
(PM); D1; D51 e D51E em confrontacdo direta com uma linhagem endofitica de
Colletotrichum guaranicola (2GM11 2.3/3) e outra patogénica (GM59-1/1b M2).

Fragmentos circulares de micélios foram retirados das linhagens de
Colletotrichum guaranicola e colocados nas placas contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar) para inoculacéo e sendo observados por trés dias. A seguir, fragmentos
circulares de micélios do Trichoderma spp. também foram retirados e colocados nas
placas junto ao Colletotrichum guaranicola e observados por até dez dias a uma
temperatura de 28°C. Foi relatado que todas as linhagens de Trichoderma spp. se
mostraram antagoénicas ao endofito Colletotrichum guaranicola, porém dentre essas
onze linhagens, apenas trés (DC1; D1 e DC3) ndo apresentaram antagonismo ao
patégeno Colletotrichum guaranicola.

E importante salientar que a linhagem de C. guaranicola esta sendo testada
para verificagdo de sua Patogenicidade por meio do Postulado de Henle-Koch, mais
conhecido como Postulado de Koch. Inicialmente a linhagem foi borrifada em uma
planta de facil crescimento, e o resultado foi satisfatorio. A partir de fevereiro sera

montado novo experimento utilizando mudas de Paullinia cupana (Guranazeiro).

Trichoderma spp. C. guaranicola (endéfito) C. guaranicola (patégeno)
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Figura 1 — A) Linhagens de C. guaranicola (2GM11 2.3/3 e GM50-1/1b M2) em meio
BDA; B) Padronizacao dos blocos para que as quantidades retiradas dos fungos
fossem iguais C) — Confrontacdo entre os microrganismos (ao centro C. guaranicola
(2GM11 2.3/3 e GM59-1/1b M2) e paralelamente Trychoderma spp (DC1)
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Figura 2 — A — Linhagens de C. guaranicola e Trichoderma spp. com 10 dias de cultivo
.B — Teste de Antagonismo em Confrontacdo Direta

Observacdes: A linhagem de Colletotrichum guaranicola foi colocada na placa para
crescer e sO a partir do terceiro dia que o Trichoderma foi colocado a placa, devido o
seu crescimento ser mais rapido que o do patégeno. Até a analise final, as placas
ficaram sendo observadas durante 10 dias, onde os resultados foram positivos no teste
de antagonismo. As placas onde foram colocadas as linhagens para o teste de
antagonismo continham meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). As quantidades retiradas
de cada linhagem, foram padronizadas com tubos pequenos com 1 cm de didmetro e

as linhagens foram colocadas na placa a 1 cm da borda.
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