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RESUMO

O fitopatdgeno Fusarium oxysporum, pertencente ao género causador da doenca conhecida
popularmente como fusariose ou murcha do fusério, acomete diversas culturas agricolas em
todo 0 mundo. Seu alto grau de patogenicidade esta associado a sua capacidade de colonizagéo
do sistema vascular das plantas, como também, pela producgdo de estruturas de resisténcias no
solo, os clamidosporos. Considerando a necessidade de métodos que contribuam no
desenvolvimento agricola sem promover danos ao ambiente e a populacdo, os agentes de
controle biologico (ACBs) sdo hoje vistos como um excelente artificio. Fungos do género
Trichoderma podem ser considerados ACBs sagazes por apresentarem inlmeros mecanismos
com alto potencial antagbnico que prejudicam a germinacéo de esporos, o crescimento das hifas
e o desenvolvimento de clamiddsporo de diversos fitopatdgenos. O presente trabalho buscou
avaliar a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. no biocontrole do fitopatdgeno F.
oxysporum por meio de testes de pareamento, analise enzimatica e producdo de metabdlitos
secundarios. Todos os isolados tiveram resultados considerados satisfatorios, segundo a escala
de Bell, no teste de pareamento. Entretanto, no teste de metabolitos volateis nenhum isolado
alcancou efeito inibitdrio. Ja a analise dos metabdlitos ndo volateis mostrou que o isolado de T.
asperelloides TR-356 pode inibir o crescimento micelial do F. oxysporum sem a necessidade
do contato direto entre as hifas. Os testes enzimaticos indicaram que os isolados de
Trichoderma spp., quando em presenca de micélios macerados do fitopatégeno F. oxysporum
apresentaram atividades hidroliticas de importantes compostos presentes na parede celular do
hospedeiro, tendo destaque nessa a¢ao os isolados T. asperelloides TR-356 e Trichoderma spp.
2. Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que os isolados T. asperelloides TR-356 e
Trichoderma spp. 2 foram os mais eficazes no antagonismo ao fitopatégeno F. oxysporum,
tornando-os potenciais ACBs.

Palavras-chaves: Controle biol6gico. Ensaio enzimatico. Micoparasitismo. Murcha de fuséario.



ABSTRACT

The phytopathogen Fusarium oxysporum, belonging to the genus that causes the disease
popularly known as fusariosis or Fusarium wilt, affects several agricultural crops worldwide.
Its high degree of pathogenicity is associated with its ability to colonize the vascular system of
plants, as well as the production of resistance structures in the soil, the chlamydospores.
Considering the need for methods that contribute to agricultural development without causing
damage to the environment and the population, biological control agents (BCAS) are now seen
as an excellent artifice. Fungi of the genus Trichoderma can be considered cunning BCAs
because they have numerous mechanisms with high antagonistic potential that impair spore
germination, hyphal growth and chlamydospore development of various phytopathogens. The
present work sought to evaluate the efficiency of Trichoderma spp. in the biocontrol of the
phytopathogen F. oxysporum through pairing tests, enzymatic analysis, and production of
secondary metabolites. All isolates had results considered satisfactory, according to the Bell
scale, in the pairing test. However, in the volatile metabolites test, none of the isolates achieved
an inhibitory effect. The analysis of non-volatile metabolites showed that the isolate of T.
asperelloides TR-356 can inhibit the mycelial growth of F. oxysporum without the need for
direct contact between the hyphae. The enzymatic tests indicated that the isolates of
Trichoderma spp., when in the presence of macerated mycelia of the phytopathogen F.
oxysporum, showed hydrolytic activities of important compounds present in the cell wall of the
host, with emphasis in this action on the isolates T. asperelloides TR-356 and Trichoderma spp.
2. With the results obtained, it was possible to conclude that the isolates T. asperelloides TR-
356 and Trichoderma spp. 2 were the most effective in antagonizing the phytopathogen F.
oxysporum, making them potential BCAs.

Key words: Biological control. Enzyme assay. Mycoparasitism. Fusarium wilt.
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1 INTRODUCAO

A cultura do uso de agroquimicos nas lavouras brasileiras € uma pratica altamente
difundida, principalmente entre os agricultores ligados ao monocultivo. O Ministério da Saude
relata que, desde 2008, o Brasil é considerado o maior consumidor de agroquimicos em todo o
mundo e, em 2012, o Tocantins ficou classificado como o segundo estado da regido norte
brasileira que mais faz uso desses produtos (ALMEIDA, 2014). Segundo Almeida (2014), o
aumento do uso desses produtos quimicos esta associado ao crescimento das monoculturas de
soja, milho, algodéo e cana-de-acucar no territdrio tocantinense. Contudo, Amaral et al. (2016)
evidenciam que os efeitos colaterais causados pelo uso desses produtos, visando a erradicagédo
dos patdgenos presentes nas culturas para que ndo haja perda em sua produtividade, tornam
suas vantagens de curto prazo imperceptiveis, visto que a aplicacdo desses quimicos de modo
indevido provoca inimeros maleficios como intoxicacdo humana e contaminacdo do solo. Ao
perceberem a necessidade de diminuir o uso de agroquimico, os produtores das monoculturas
buscaram optar pelo uso de outros mecanismos de defesa contra os patdgenos que agridem as
culturas agricolas que ndo ocasionasse contaminacdo ao ambiente e nem prejuizos a saude
publica e que, além disso, ndo trouxesse desvantagens econémicas ao produtor, dando ao
controle bioldgico relevancia para as plantagdes.

O controle bioldgico envolve a aplicagdo de organismos ou microrganismos vivos que
agem como antagonistas aos patdgenos de plantas, reduzindo-os ou eliminando-os de modo nédo
danoso para o vegetal (ALABOUVETTE e STEINBERG, 2006; COOK w BAKER, 1983;
OWNLEY et al., 2010;). Os agentes de controle bioldgicos (ACBs) dispdem de diversos
artificios antagbnicos como: micoparasitismo, que se resume a secrecdo de enzimas hidroliticas
gue decompdem a parede celular do fungo antagonista; competi¢do por espaco e/ou nutrientes;
e a producdo de metabdlitos que perturbam o progresso do patégeno (BETTIOL, 2001). O
manejo dos ACBs pode advir da inser¢do do antagonista vivo, modo direto, ou somente pela
inclusdo dos metabolitos produzidos pelo ACB, modo indireto (DI PIERO e GARDA, 2008;
GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000; LAZZARETTI e BETTIOL, 1997; MORANDI e
BETTIOL, 2009). Benitez et al. (2004) apontam os fungos do género Trichoderma entre o0s
ACBs mais comercializados e estudados para aplicagdo em campo.
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1.1 O género Trichoderma

Com tracos fenotipicos de nitida percepcao, o género Trichoderma abrange fungos de
crescimento colonial rapido, com micélios brancos, conidios verdes e habitats diversificados,
da rizosfera a parasita de fungos macroscépicos (DE ABREU e PFENNING, 2019).
Pertencentes ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes e familia Hypocreaceae, os isolados
do género Trichoderma sdo fungos mesofilos, apesar de estarem distribuidos em todo globo
terrestre (MACHADO et al., 2012; DEE ABREU e PFENNING, 2019). A absorcdo de
nutrientes, desse género, da-se por intermédio das suas hifas ao secretarem enzimas hidroliticas
que viabilizam sua entrada na parede celular do hospedeiro para assim desfrutarem dos
substratos de alto peso molecular, logo que suceda a hidrélise (MONTE et al., 2019).

De acordo com Kubicek et al. (2011), o micoparasitismo pode ser considerado um
carater ancestral do género Trichoderma devido o amplo nimero de genes que codificam
enzimas, tais como, B-1,3-glicanase (enzima que atua na degradacdo das glicanas da parede
celular do fungo-alvo), N-acetil-glicosaminidase (NAGase), quitinase (enzimas gque atuam na
degradacdo da quitina da parede celular do fungo-alvo), proteases (enzimas que degradam
proteinas da parede celular do fungo-alvo) e a fosfatase acida (enzima que atua em compostos
fosfatados monoesteres). Tal mecanismo oportuniza ao Trichoderma uma nutricéo biotréfica e
saprofita, desse modo, as enzimas secretadas por esses fungos inibem a germinacao de esporos
e o crescimento de hifas de fungos competidores, além de impedir o desenvolvimento de
esclerddios e clamiddsporos dos fungos alvos (DRUZHININA et al., 2018; MONTE et al.,
2019).

O antagonismo das espécies do género Trichoderma é ainda mais amplificado uma vez
que esses fungos realizam a producdo de metabolitos secundarios que exibem propriedades
antibidticas a muitas espécies alvos. Os fungos desse género exibem, ainda, uma extensa
diversidade de metabdlitos que potencializam a efetividade do controle biologico ao agirem de
modo associado as enzimas hidroliticas no crescimento populacional da praga-alvo
(HERMOSA et al. 2014, MONTE et al., 2019). Essas espécies também sdo capazes de gerar
interacdes mutualistas com os organismos vegetais, como por exemplo, estimular alteragdes
nas raizes das plantas que levam a ampliacdo da superficie de contato, do nimero de raizes e
dos pelos absorventes, favorecendo o desenvolvimento das plantas (DA SILVA et al., 2019;
DE ABREU e PFENNING, 2019).

Por meio das caracteristicas ja descritas sobre as espécies de Trichoderma, pode-se

perceber que esse género mais do que competem por nutrientes e parasitam inimeros fungos,
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sdo também hébeis para detectar e crescer em dire¢do ao fungo patogénico, ocasionando a
anulacdo do desenvolvimento do fungo alvo. Tal concepgéo de distancia no tocante a outros
fungos e a aptiddo de secretar enzimas degradantes da parede celular, possibilitam ao género
Trichoderma ser considerado um versatil antagonista (HARMAN et al., 2004; SUASSUNA et
al., 2019).

1.2 O fitopatégeno Fusarium oxysporum e a acdo antagénica do Trichoderma

Agente responsével pela doenga popularmente conhecida como murcha do fusario ou
fusariose que acomete culturas de algodao, feijdo e hortalicas, o fungo F. oxysporum é um
patdgeno que tem por habitat o solo, tendo potencial para colonizar também o sistema vascular
das plantas sendo as raizes a porta de entrada. Por se tratar de uma doenca interna, a murcha do
fusério é considerada um distarbio de dificil controle (LOPES e AVILA, 2005; STEILMANN
et al.,, 2019), podendo a contaminacdo do vegetal ocorrer em qualquer estdgio do seu
desenvolvimento. Quando infectadas as plantas apresentam caracteristicas como folhas
amareladas e murchas, ramos emurchecidos, caule enegrecido, necrose e, em certos casos, a
morte (DAVIS et al., 2006; SUASSUNA, SILVA e BETIOL, 2019). A fusariose afeta, ainda,
o0 desenvolvimento das plantas pois, inibe o crescimento das raizes, caule e ramos ao formar
tiloses nos vasos do vegetal devido a obstrucdo causada pela presenca de esporos e micélios do
fitopatdégeno (SUASSUNA e COUTINHO, 2015). O potencial infeccioso do F. oxysporum dar-
se, também, pelo sucesso de sobrevivéncia no solo por muito tempo na condi¢do de
clamidosporo (estrutura de resisténcia), onde diversas pesquisas ressaltam a ineficiéncia dos
fungicidas em combater as estruturas de resisténcias fungicas presentes no solo das lavouras
contaminadas (SUASSUNA et al., 2019).

O controle de certas patologias vegetais, como a murcha do fusario, pode ocorrer por
meio do uso de isolados do género Trichoderma em razdo das suas variadas habilidades em
atuar como antagonista de fitopatdgenos. As espécies de Trichoderma operam contra o
fitopatogeno F. oxysporum por intermédio da competicdo e colonizacdo da rizosfera, agindo
com o intuito de adquirir nutrientes causando, ao fitopatdgeno, prejuizos como dificultar a

germinacdo dos clamidosporos e reduzir seu crescimento micelial (TJAMOS et al., 1992).
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1.3 Problematica da pesquisa

Fungos do género Trichoderma sdo considerados excelentes ACBs devido seu grande
potencial como micoparasitas, fazendo-os se sobressairem aos seus competidores, além de, em
alguns casos, serem capazes de inibir o desenvolvimento dos seus antagonistas atravées dos seus
metabolitos secundarios.

Visando minimizar os impactos acometidos pelo fitopatdgeno F. oxysporum nas
lavouras, como também o uso de quimicos agricolas, isolados do género Trichoderma sao vistos
como uma excelente alternativa pois, além de impossibilitarem o desenvolvimento do

fitopatdgeno também produzem proventos que auxiliam as plantas no seu desenvolvimento.

1.3.1 Hipotese

l. Isolados do género Trichoderma provenientes do Cerrado tocantinense possuem
potencial para serem aplicados como agentes biocontroladores contra o fitopatogeno F.
oxysporum.

. Isolados do género Trichoderma provenientes do Cerrado tocantinense séo
considerados antagonistas mais eficazes ao F. oxysporum do que os isolados T. harzianum
ALL-42 e T. asperelloides TR-356.

1.3.2 Delimitacao de escopo

Neste trabalho foi analisado o potencial antagbnico de quatro isolados do género
Trichoderma ao fitopatdgeno F. oxysporum, por meios de teste de confronto direto
(pareamento), analise da acdo dos metabolitos secundarios volateis e ndo volateis e ensaio

enzimatico de NAGase, quitinase, p-1,3-glicanase, proteases e celulase.

1.3.3 Justificativa

A agricultura é considera umas das principais fontes econémicas do estado do
Tocantins, sendo as monoculturas a base de algoddo e feijao cada vez mais frequentes no
cerrado tocantinense. Entretanto, fitopatogenicidades como a murcha do fusario acometida por
fungos do género Fusarium, trazem preocupacdes aos produtores, visto que tal patégeno pode

ser terrivelmente danosa as plantacGes de algodéo e feijéo.
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Portanto, a procura por novos ACBs e a compreensdo dos mecanismos utilizados pelos
mesmos no controle do fitopatégeno F. oxysporum é fundamental para a obtencdo de um
cenario mais sustentavel no Tocantins, aspirando um menor emprego de agroquimicos e uma

utilizacdo mais racional dos recursos naturais.

1.4 Objetivos

1.4.1 Obijetivo geral

Avaliar o potencial antagénico de isolados de Trichoderma spp. frente ao fitopatdgeno

Fusarium oxysporum.

1.4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade antagbnica de isolados de Trichoderma spp. contra F.
oxysporum atraves do teste de pareamento;

e Avaliar o potencial de inibicdo de crescimento micelial do fitopatogeno F.
oxysporum por meio de metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos por isolados
de Trichoderma spp.;

e Avaliar as atividades enzimaticas (NAGase, [3-1,3-glicanase, protease, quitinase e
celulase) de isolados de Trichoderma spp. em presenca do fitopatdgeno F.

oxysporum;
1.5  Metodologia

Estre trabalho fez uso de metodologias que visaram a manutencéo e replicagdo dos
isolados utilizados, como também a aplicacéo dos testes de pareamento, metabolitos volateis e
ndo volateis e a avaliacdo das atividades enzimaticas, conforme descritas nos topicos abaixo.
1.5.1 Isolados utilizados

Foram utilizados os organismos Trichoderma harzianum isolado ALL-42 (Figura 1 —

A), Trichoderma asperelloides isolado TR-356 (Figura 1 — B) e o fitopatdgeno Fusarium

oxysporum (Figura 1 — E), todos cedidos pelo Laboratério de Enzimologia — UFG, Goiania
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(GO). Além dos isolados citados, outros dois isolados do género Trichoderma também foram
utilizados no estudo, sendo estes oriundos da coleta em areas do Cerrado tocantinense realizada
pelo Laboratério de Microbiologia — UFT, Porto Nacional (TO), e nomeados como
Trichoderma spp. 1 (Figura 1 — C) e Trichoderma spp. 2 (Figura 1 — D). Todos os isolados
foram mantidos em meio Batata Dextrose Agar (BDA) sélido a 24°C, com a realizagio de

novos repiques quinzenalmente.

Figura 1 - Culturas in vitro em meio de cultura BDA dos isolados utilizados. (A) T.
harzianum ALL-42. (B) T. asperelloides TR-356. (C) Trichoderma spp. 1. (D)
Trichoderma spp. 2. (E) Fusarium oxysporum

Fotos: Autor (E), Fabyano A. C. Lopes (A e B) e Vanice C. do Nascimento (C e D).
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1.5.2 Teste de pareamento

Em uma das extremidades da placa de Petri medindo aproximadamente 13,5cm
contendo meio BDA solido, foi inserido um disco de gar (5mm de didmetro) contendo micélio
do fitopatdgeno F. oxysporum e incubado até tomar 1/3 (um terco) da placa, cerca de sete dias.
Apos o crescimento do fitopatdgeno foi adicionado o disco de agar (5mm de didmetro) do
isolado de Trichoderma spp., depositados na extremidade oposta e armazenados em
temperatura de 25°C por mais sete dias. Todo o teste foi realizado em triplicata (MELLO et al.,
2007).

A eficiéncia dos isolados perante o teste de pareamento foi baseada na escala de Bell,
Wells e Markham (1982), que varia de um a cinco, onde o isolado que obtém nota inferior ou
igual a 3,0 é classificado como eficiente. As notas da escala de Bell, Wells e Markham (1982)
foram dadas de acordo com a anélise do crescimento final do isolado de Trichoderma, sendo a
mesma classificada conforme demonstra a Tabela 1. Por fim, as notas obtidas dos isolados

foram comparadas por Teste T (o = 0,05) no programa estatistico Sisvar®

Tabela 1 - Determinacdo da escala de Bell (1982) em relacdo a placa de Petri de 13,5cm
Crescimento micelial em cm do
isolado de Trichoderma
135-10,8
10,7-8,1
8,0 - 5,4
53-2,7
2,6 -0
Fonte: Autor.

Escala

OB WN P

1.5.3 Teste de producdo de metabdlitos secundarios

Os metabolitos secundarios podem ser divididos, para melhor estudo e compreensdo em
dois grupos, metabolitos secundarios volateis e metabdlitos secundarios ndo volateis. Sendo
assim, o estudo da acdo inibitoria do crescimento micelial dos fitopatdgenos por meio desses
elementos possibilita compreender, de forma mais ampla, as a¢fes antag6nicas dos isolados do

género Trichoderma e como melhor aplica-los no controle bioldgico.
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1.5.3.1 Metabélitos volateis

Baseado no método descrito por Bharat, Singh e Singh (1980), com modificaces no
tempo de incubacéo, o teste para andlise da inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno
F. oxysporum por meio da producao de metabolitos volateis de isolados de Trichoderma spp.
consistiu na disposicdo frontal de dois fundos de placa de Petri de aproximadamente 13cm
contendo meio BDA solido, onde na placa inferior foi inserido o disco de &gar (5mm) do isolado
de Trichoderma e na placa superior foi inserido o disco de agar (5mm) do fitopatdgeno F.
oxysporum. Foi produzida, também, uma placa contendo apenas o disco de &gar do fitopatdgeno
servindo de controle para o teste. Por fim, as placas que foram acondicionadas por sete dias a
25°C. O teste foi realizado em triplicata e os dados obtidos foram comparados por analise de

variancia e Teste Tukey (o= 0,05) no programa estatistico Sisvar®.

1.5.3.2 Metabélitos néo volateis

Consistiu na preparacdo de 50mL de meio BDA liquido, em frascos de Erlenmeyer de
250mL, acrescido de 0,25¢g de glicose e, em alguns fracos, 0,5% de micélio macerado de F.
oxysporum. O meio de cultura foi autoclavado e ap6s resfriado inoculou-se a solugéo de 107 de
esporos de isolados de Trichoderma spp., em todos os frascos de Erlenmeyer. Os frascos foram
mantidos em agitacdo constante de 150rpm por 120 horas em temperatura de 28°C e, em
seguida, recolheu-se o sobrenadante por meio de filtragem a vacuo. Foi adicionado 10mL do
sobrenadante a 60mL de meio BDA so6lido, contendo 1,2g de glicose, em frasco de Erlenmeyer
de 150mL que foi autoclavado e vertido em trés placas de Petri. Discos de 5mm foram coletados
de colénias ativas do fitopatdgeno e inseridos as placas de Petri, que foram incubados a 27°C
por sete dias (FRIGHETTO e MELO, 1995). O crescimento controle foi usado como referéncia.
Todo o teste foi realizado em trés repeticOes e apos finalizados os dados foram comparados por
analise de variancia e Teste Tukey (a = 0,05) no programa estatistico Sisvar®.

1.5.4 Producdo de micélios do fitopatégeno Fusarium oxysporum

Em frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 300mL de meio MYG [Extrato de malte
0,5%, extrato de levedura 0,25%, glicose 1,0%] foram inseridos discos de agar (5mm de
didmetro) contendo micélio do fitopatdégeno F. oxysporum para induzir a producdo de massa

micelial do mesmo. Os frascos de Erlenmeyer foram incubados em rotacdo constante de
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180rpm, a 24°C por 6 dias. Os micélios foram filtrados a vécuo, lavados, secados em estufa (a

65°C overnight), macerados e armazenados a -4°C.

1.5.5 Inducdo da producdo de enzimas dos isolados de Trichoderma spp. frente ao

fitopatdgeno Fusarium oxysporum

Realizou-se 0 método descrito por Lopes et al. (2012), no qual 20mL de meio TLE
(Bactopeptona 1,0g/L, Ureia 0,3g/L, KH2PO4 2g/L, (NH4)2SO4 1,4g/L, MgSO4 0,3g/L, CaCl>
0,3g/L, glicose 3g/L, solucao elementos tracos 1mL/L) foi colocado em frasco de Erlenmeyer
de 125mL juntamente com 0,5% de micélio macerado do fitopatdégeno F. oxysporum e levado
para esterilizacdo em autoclave (em temperatura de 121°C, pressdo 110kPa durante 20
minutos). Apds o resfriamento do meio, foi adicionado a solucéo de 107 esporos dos isolados
de Trichoderma. O recipiente foi conservado em agitacdo constante de 120rpm por 48h a 28°C.
Em seguida a solucdo foi filtrada a vacuo para a extracdo do sobrenadante, que foi armazenado
em tubos conicos do tipo Falcon e congelado para posterior leitura proteica e enzimatica. Todo

o teste foi realizado em trés replicacfes para cada isolado de Trichoderma.

1.5.6 Dosagem de proteinas totais

Aplicou-se a técnica apresentada por Bradford (1976), usando a albumina de soro
bovino como padrédo para o reagente de Bradford. O teste consistiu na insercdo de 100uL do
sobrenadante em tubos de ensaio, seguido de 1mL do reagente de Bradford. Apds ter
permanecido em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente foi realizada a leitura da

absorbancia em espectrofotdbmetro a 595nm.

1.5.7 Dosagem das atividades enzimaticas

Para esse trabalho foram selecionadas cinco enzimas (NAGase, quitinase, B-1,3-
glicanase, protease e celulase) para analise das atividades enzimaéticas dos isolados de
Trichoderma frente ao fitopatdgeno F. oxysporum. Os subtdépicos abaixo descrevem as

metodologias utilizadas na alise especifica para cada enzima.
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1.5.7.1 N-acetil-glicosaminidase (NAGase)

Procedeu-se com a metodologia descrita por Ulhoa e Peberdy (1992), com alteracéo, no
qual 50uL da amostra foi incorporado a 350uL de solucdo tampéo de acetato de sédio 50mM
pH 6,0 e a 100pL de solugdo pnp-derivado 5mm. Apds 15 minutos em repouso a 37°C, foi
acrescentado a preparacdo 1mL de solucéo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1M para entdo, ser
realizada a leitura do montante de p-nitrofenol em espectrofotdmetro a 405nm. Uma unidade
enzimatica (U) foi estabelecida como quantia basica para gerar 1umol de p-nitrofenol por
minuto. Os dados foram comparados por analise de variancia e Teste Tukey (a = 0,05) no

programa estatistico Sisvar®.

1.5.7.2 Quitinase

Inicialmente foi preparada a quitina coloidal, sua purificagéo foi realizada por meio da
adicdo de 3g de quitina a 30mL de HCI 37% (v/v) e mantidos sob agitacdo constante por 50min
a 350rpm. Em seguida, 1L de agua destilada gelada foi inserido a solucéo que foi centrifugada
por 15 minutos a 7.000rpm para remogdo da quitina purificada (pellet). O pellet foi lavado com
agua destilada até alcancar pH 5,0 (LIU et al., 2014).

A atividade de quitinase foi realizada seguindo a metodologia de Wirth e Wolf (1992),
com adaptacOes para deteccdo da atividade enzimatica em espectrofotdbmetro. Em tubos de
ensaio, 50uL de amostra foram inseridos juntamente com 150uL de quitina coloidal 1% em
tampado acetado de s6dio 50mM pH 5,5. A mistura permaneceu em repouso durante 2 horas em
banho-maria a 35°C. Foi acrescentado 1mL de acido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS) e fervido
por cinco minutos para parar a reacdo. Apos resfriada, a solucdo foi levada para leitura em
espectrofotdbmetro a 540nm. Uma unidade enzimatica (U) foi estabelecida como quantia basica
para gerar 1umol de acucar redutor por minuto. Os dados foram comparados por anélise de
variancia e Teste Tukey (o= 0,05) no programa estatistico Sisvar®.

1.5.7.3 p-1,3-glicanase

A dosagem decorreu de acordo com o procedimento delineado por Bara, Lima e Ulhoa
(2003), com alteracdes, no qual 50uL da amostra foi incorporado a 100uL de laminarina 0,25%
em solucdo tampdo de acetato de sédio 50mM pH 5,0 e aquecidos a 40°C por 30 minutos.

Seguidamente ao periodo de incubacéo, foi incluido 1ImL de ADNS, a combinacéo foi fervida
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por cinco minutos e analisada em espectrofotémetro a 540nm. Uma unidade enzimatica (U) foi
estabelecida como quantia bésica para gerar 1umol de agucar redutor por minuto. Os dados
foram comparados por analise de variancia e Teste Tukey (o = 0,05) no programa estatistico

Sisvar®.

1.5.7.4 Protease

Para aferir a atividade da enzima protease seguiu-se a metodologia descrita por Cabral
et al. (2004), com modificacdes. Foram adicionados 200uL de amostra a 500pL de azocaseina
0,25% em solucdo tampédo Tris-HCI 50mM pH 5,0, em microtubos do tipo eppendorf e
mantidos em banho-maria por 15 minutos a 37°C. Em seguida, 700uL de acido tricloroaceético
(TCA) 20% foi incorporado a mistura e levada para centrifugacéo por 15 minutos a 12.000rpm.
Por fim, transferiu-se 1mL da solucéo para tubos de ensaio acrescidos de 200pL de solucéo de
NaOH 3M para entdo ser realizada a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 440nm.
Uma unidade enzimatica (U) foi estabelecida como quantia basica para aumentar labs por
minuto. Os dados foram comparados por analise de variancia e Teste Tukey (o = 0,05) no

programa estatistico Sisvar®.

1.5.7.5 Celulase

A atividade de celulase foi medida através da insercdo de 10mg de papel filtro (discos
de 5mm), em tubos de ensaio, seguidos da adi¢do de 100pL da amostra e 100uL da solucgéo
tampado acetado de s6dio 50mM pH 5,0. A mistura permaneceu em banho-maria por 60 minutos
a 50°C. Posteriormente foi inserido 1mL de ADNS e fervida a solu¢do por cinco minutos
(MANDELS, ANDREOTTI E ROCHE, 1976). Uma unidade enzimatica (U) foi estabelecida
como quantia basica para gerar 1umol de agucar redutor por minuto. Os dados foram
comparados por analise de variancia e Teste Tukey (a.=0,05) no programa estatistico Sisvar®.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apols a realizacdo dos testes descritos acima os dados obtidos forma coletado e
examinados. Segue abaixo a descricao dos resultados adquiridos para cada teste executado, bem

como as discussdes para tais resultados.

2.1  Teste de pareamento

Conforme explica Ramada et al. (2010), o teste pareamento possibilita a visualizagdo
do potencial antagbnico das espécies testadas. Apds a aplicacdo do teste de pareamento dos
isolados de Trichoderma spp. em confronto com o fitopatégeno F. oxysporum (Figura 2), foi
possivel perceber que todos os isolados demonstraram capacidade antagbnica ao fitopatdgeno.
Como demonstrado na Tabela 2, todos os isolados obtiveram nota dois segundo a escala de
Bell, Wells e Markham (1982), o que significa que no confronto direto in vitro todos os isolados
de Trichoderma spp. testados tiveram maior crescimento micelial do que o isolado de F.

oxysporum.

Tabela 2 - Analise comparativa da eficacia dos isolados de Trichoderma spp. frente ao
fitopatdgeno Fusarium oxysporum perante o teste de pareamento com notas baseadas na
escala de Bell, Wells e Markham (1982). Os dados obtidos foram analisados
comparativamente e as notas foram submetidas a comparacao atraves do Teste T de
Bonferroni (o = 0,05) no programa estatistico Sisvar®

EFICIENCIA DO ISOLADO SEGUNDO

SIOLARIOR ESCALA DE BELL et al. (1982)
Trichoderma harzianum ALL-42 20+£00a
Trichoderma asperelloides TR-356 20+00a
Trichoderma spp. 1 20+10a
Trichoderma spp. 2 20+£00a

Fonte: Autor.

Tais resultados corroboram com os trabalhos de Qualhato (2013) e Almanca et al.
(2019), eles observaram a capacidade inibitéria dos isolados de Trichoderma spp. para distintos
fitopatdgenos por meio do confronto direto. Isso porque apds as verificacdes ecofisioldgicas
em do género Trichoderma foi possivel notar que o as espécies pertencentes ao género sao

habeis parasitas de oomicetos e de fungos fitopatogénicos (DRUZHININA et al., 2018).
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Figura 2 - Resultado do teste de pareamento in vitro entre os isolados de Trichoderma spp.
e o fitopatdgeno F. oxysporum, apos sete dias de incubacdo em meio de cultura BDA. (A)
Confronto entre o fitopatdgeno e o isolado T. harzianum ALL-42. (B) Confronto entre o
fitopatdgeno e o isolado T. asperelloides TR-356. (C) Confronto entre o fitopatogeno e o
isolado Trichoderma spp. 1. (D) Confronto entre o fitopatdgeno e o isolado Trichoderma
spp. 2. F=F. oxysporum e T=Trichoderma

Fotos: Autor.

2.2 Teste de producao de metabdlitos secundario

Os metabdlitos secundarios trata-se de inimeros compostos quimicos ligados ao
desenvolvimento e interacdo do Trichoderma com outros organismos, entretanto ndo sdo
primordiais para o desenvolvimento e crescimento do fungo. Contudo, a presenca desses
metabdlitos torna-se preeminente para a colonizacdo e conquista de habitats (RAMADA,
LOPES e ULHOA, 2019). Herbert (1989) e Vinale et al. (2014) descrevem os metabdlitos
secundarios como elementos de baixo peso molecular, tendo seu emprego biotecnol6gico muito

estimado nas areas agricolas e industriais.

2.2.1 Metabdlitos volateis

O efeito antibidtico através da liberacdo de metabdlitos volateis é uma caracteristica

muito comum nos isolados pertencentes ao género Trichoderma conforme Abreu e Junior
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(2000) salientam em seu trabalho, pois trata-se do processo inicial da a¢do antagdnica do
Trichoderma que reage ao seu competidor antes mesmo de haver um contato direto
(micoparasitismo) (Schirmbdck et al., 1994; Zeilinger; Omann, 2007). Porém, no presente
trabalho essa acdo ndo obteve efeito na inibicdo do crescimento micelial do fitopatogeno F.
oxysporum pois, como observado na Tabela 3, todos os tratamentos obtiveram a mesma
classificacdo estatistica.

Os resultados obtidos neste trabalho divergem do apresentado por Saxena, Tewari e Rai
(2014), pois em seu trabalho apontaram a inibicdo do crescimento micelial do F. oxysporum
através da producdo de metabolitos volateis de isolados de T. harzianum, contudo, eles citam
que as melhores inibi¢6es desse fitopatdgeno aconteceram com isolados de Trichoderma viride

conforme a pesquisa de Amin et al. (2010) relatara.

Figura 3 - Resultado do teste in vitro para verificacdo da inibig&o do crescimento micelial
do fitopatogeno F. oxysporum por meio da producéo de metabolitos volateis de isolados de
Trichoderma spp., apds sete dias de incubacdo em meio de cultura BDA. (A) Controle —
placa superior contendo o fitopatdgeno e placa inferior contendo apenas meio de cultura.
(B) Disposicdo das placas para o teste de metabdlitos volateis. (C) Placa superior contendo
o fitopatdgeno F. oxysporum e placa inferior contendo o isolado Trichoderma spp. 2

Fotos: Karita Cristine R. dos Santos.
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Tabela 3 - Inibigdo do crescimento micelial do fitopatdgeno F. oxysporum através da
producdo de metabdlitos volateis de isolados de Trichoderma spp.. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e a comparacdo das médias foram analisadas estatistica
pelo Teste Tukey (a = 0,05) no programa estatistico Sisvar®

CRESCIMENTO MEDIO DO

VREAIARENIE F. oxysporum (CM)
CONTROLE 5,67+0,05a
T. harzianum ALL-42 548+0,02a
T. asperelloides TR-356 571+021a
Trichoderma spp. 1 560+0,14 a
Trichoderma spp. 2 5,35+0,04 a

Fonte: Autor.

2.2.2 Metabdlitos ndo volateis

Os metabdlitos secundarios ndo volateis, trata-se dos compostos quimicos que

permanecem presente no meio que em um momento anterior havia sido colonizado por isolados

de Trichoderma (MIRANDA, 2020).

No presente estudo é possivel notar por meio da Tabela 4 que apenas o isolado de T.

asperelloides TR-356 apresentou inibicdo micelial significativa do fitopatégeno F. oxysporum

apos analise estatistica pois, conforme exibe a tabela, a classificacdo dada ao controle diverge

da classificacdo apresentada para o crescimento com a presenca dos metabdlitos secundarios.

Toda via, a literatura aponta que isolados de T. harzianum também sdo capazes de inibir o

crescimento micelial do F. oxysporum por meio dos metabdlitos ndo volateis (FARAH e
NASREEN, 2013; SAXENA, TEWARI e RAI, 2014).

Tabela 4 - Inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno F. oxysporum através da
producdo de metabolitos ndo volateis de isolados de Trichoderma spp.. Os dados obtidos
foram submetidos a anélise de variancia e a comparacao das médias foram analisadas
estatistica pelo Teste Tukey (a = 0,05) no programa estatistico Sisvar®

CRESCIMENTO MEDIO DO CRESCIMENTO MEDIO DO

ISOLADOS DE E. oxvsporum F. oxysporum
Trichoderma CONTROLE METABOLITOS NAO
VOLATEIS
T. harzianum ALL-42 7,57+0,42 a 7,68+0,20 a
T. asperelloides TR-356 8,53+0,10 a 7,69+0,15b
Trichoderma spp. 1 6,48+ 054 a 7,36 £0,22 a
Trichoderma spp. 2 8,42+0,10 a 8,15+ 0,16 a

Fonte: Autor.



28

Figura 4 - Resultado do teste in vitro para verificacdo da inibig&o do crescimento micelial
do fitopatogeno F. oxysporum por meio da producdo de metabdlitos ndo volateis de
isolados de Trichoderma spp., apds sete dias de incubagdo. A esquerda, placa controle
contendo o fitopatdgeno F. oxysporum em meio de cultura BDA acrescido do sobrenadante
do isolado Trichoderma spp 1 sem o estimulo para producio de metabolitos ndo volateis. A
direita, crescimento do fitopatdgeno F. oxysporum em meio de cultura BDA acrescido do
sobrenadante de Trichoderma spp. 1 com a presenca de micélio macerado do fitopatdgeno,
ou seja, com estimulo para producdo dos metabolitos ndo volateis

Foto: Autor.

2.3 Dosagem das atividades enzimaticas

A sintese de enzimas hidroliticas € um processo fundamental para 0 micoparasitismo,
pois permite ao antagonista degradar os compostos presentes na parede celular do seu
hospedeiro para assim utilizad-lo como fonte de carbono (BENHAMOU e CHET, 1993).
Conforme explica Latgé (2007) a parede celular da maioria dos fungos é composta
predominantemente (80-85%) por polissacarideos como quitina e 3-glicanas e cerca de 15-20%
por glicoproteinas, portanto a efetividade na sintese de enzimas como quitinase, NAGase, B-
1,3-glicanase potencializam o antagonismo, sendo entdo uma caracteristica indispensavel para
0s ACBs. Logo, o processo de dosagem das atividades enzimaticas nos permite compreender,
de forma mais especifica, a acdo micoparasitica de cada isolado em estudo e o seu potencial

como antagonista ao fitopatdégeno F. oxysporum.
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2.3.1 N-acetil-glicosaminidase (NAGase) e quitinase

Trataremos dessas duas enzimas em conjunto, pois como explicou Ulhoa e Peberdy
(1991), a degradacdo integral da quitina presente na parede celular do hospedeiro ocorre por
meio da ag&o hidroliticas da NAGase e da quitinase.

Atraveés das Figuras 5 e 6 € possivel observar o nivel de atividade especifica produzida
por cada isolado de Trichoderma spp. para as enzimas NAGase e quitinase, respectivamente.
Nota-se que todos os isolados em teste foram capazes de produzir atividade para degradacdo da
quitina presente nos micélios do fitopatdgeno F. oxysporum. Contudo, foi verificado que a
maior atividade especificas para NAGase foi observada na inducdo com o isolado T.
asperelloides TR-356 (7,18U/mg) e para quitinase as maiores atividade especificas foram vistas
nos isolados Trichoderma spp. 2 (0,17U/mg) e T. asperelloides TR-356 (0,14U/mg).

Lopes (2012) descreve em seu trabalho que o isolado T. asperelloides TR-356
(anteriormente descrito como T. asperellum TR-356) quando induzido com fitopatégeno F.
oxysporum € o que maior apresenta atividade especifica para NAGase em comparagdo com 0S
demais isolado de Trichoderma spp. testados, indo de acordo com o resultado apresentado nessa
pesquisa. Em contrapartida, Ferreira (2018) relata que isolados de T. harzianum demonstraram
maior atividade quitinolitica quando em a¢do antagbnica ao F. oxysporum do que isolados de
T. asperellum, o que contradiz os resultados obtidos nesse trabalho.
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Figura 5 - Atividade especifica de NAGase de isolados de Trichoderma spp. frente ao
fitopatogeno F. oxysporum. As classificagdes foram obtidas pelo Teste Tukey (o= 0,05) no

programa estatistico Sisvar®
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Figura 6 - Atividade especifica de quitinase de isolados de Trichoderma spp. frente ao
fitopatogeno F. oxysporum. As classificagoes foram obtidas pelo Teste Tukey (o= 0,05) no

programa estatistico Sisvar®
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2.3.2 pB-1,3-glicanase

Foi apontado por Gruber e Seidl-Seiboth (2012) que o0 segundo composto mais presente
na parede celular dos fungos é o polissacarideo B-1,3-glicano, sendo a hidrélise do mesmo
efetuada pela enzima B-1,3-glicanase, deixando como produto a glicose. Portanto, a eficacia do
micoparasitismo realizado pelo género Trichoderma esta intimamente relacionado com a sua
capacidade de producdo dessa enzima, como também das enzimas vista anteriormente. A -1,3-
glicanase desempenha, ainda, funcdo morfoldgica e também age na auséncia de carbono e
energia (ADAMS, 2004; PITSON et al., 1993).

Ap0s andlise de variancia e aplicacéo do Teste Tukey pelo programa estatistico Sisvar®,
nos dados obtidos das leituras da atividade de -1,3-glicanase, € possivel relatar que as maiores
atividades especificas para p-1,3-glicanase na presenca de micélios do fitopatdgeno F.
oxysporum foram observadas nos isolado T. asperelloides TR-356 (3,56U/mg) e Trichoderma
spp. 2 (2,36U/mg), conforme exemplifica o grafico abaixo (Figura 7). Diversos autores
destacam a producdo da atividade especifica de B-1,3-glicanase por isolados de T. asperellum
em contato com parede celular de distintos fitopatdgenos (GERALDINE et al., 2013,
FERREIRA, 2018; LOPES, 2012; QUALHATO, 2013;). Em similaridade com os resultados
averiguados nesse estudo, Lopes (2012) aponta o isolado T. asperelloides TR-356 tendo a maior
atividade especifica de B-1,3-glicanase na presencga do F. oxysporum.

Figura 7 - Atividade especifica de p-1,3-glicanase de isolados de Trichoderma spp. frente
ao fitopatdgeno F. oxysporum. As classificagdes foram obtidas pelo Teste Tukey (o = 0,05)
no programa estatistico Sisvar®
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2.3.3 Protease

As proteases sdo as enzimas responsaveis pela hidrolise das proteinas presentes na
parede e na membrana celular do hospedeiro, elas realizam essa acdo em conjunto com as
enzimas quitinase e p-1,3-glicanase (GRUBER e SEIDL-SEIBOTH, 2012; SUARES et al.,
2007).

Os testes mostraram que o isolado Trichoderma spp. 2 foi 0 que mais expressou
atividade especifica para protease (0,33U/mg), no entanto o isolado T. asperelloides TR-356
foi também considerado um bom indutor para essa mesma atividade especifica tendo produzido
0,21U/mg (Figura 8). Lopes (2012) e Qualhato (2013) denotam que a indugdo da atividade
especifica de protease na presenca de fitopatogenos do género Fusarium foi mais evidente nos
isolados de T. asperellum. J& Geraldine et al. (2013) relatam que usando células da parede do
fitopatdgeno S. sclerotiorum como fonte de carbono os isolados T. asperelloides TR-356 e T.
harzianum ALL-42 exibiram atividade especifica de protease semelhante, percebemos assim
gue mesmo tratando-se de fitopatdgenos distintos as atividades especificas desses dois isolados

para protease se assemelham com também pode ser observado nos resultados desse trabalho.

Figura 8 - Atividade especifica de protease de isolados de Trichoderma spp. frente ao
fitopatogeno F. oxysporum. As classificagdes foram obtidas pelo Teste Tukey (o= 0,05) no
programa estatistico Sisvar®
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2.3.4 Celulase

Mesmo a celulose ndo sendo um composto presente na parede celular dos fungos, o teste
para verificacdo da atividade especifica de celulase, enzima responsavel pela degradacao da
celulose, faz-se importante devido sua aplicacéo biotecnolégica como producéo de bioetanol,
papel e materiais téxtil, tendo assim grande visibilidade econdmica (LYND et al., 2002 e
BUCHERT et al., 1998).

Silva et al. (2011) e Tiwari, Misra e Sangwan (2013) citam que dentro do género
Trichoderma existem espécies capazes de produzir a enzima celulase. Tal acdo pode ser
observada nos quatro isolados em estudo pois, de acordo com os resultados do teste para
verificacdo da atividade especifica de celulase, todos os isolados expressaram atividade para
essa enzima, conforme mostra o gréafico da Figura 9. Todavia a atividade especifica para
celulase com presenca da parede celular do fitopatégeno F. oxysporum foi mais evidente nos
isolados Trichoderma spp. 2 (0,59U/mg) e T. asperelloides TR-356 (0,51U/mg).

Figura 9 - Atividade especifica de celulase de isolados de Trichoderma spp. frente ao
fitopatdgeno F. oxysporum. As classificagdes foram obtidas pelo Teste Tukey (a = 0,05) no
programa estatistico Sisvar®
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2.4 Anaélise comparativa das a¢Ges antagdnicas dos isolados de Trichoderma spp. ao

fitopatogeno F. oxysporum

Apds analisar todos os testes aplicados nos quatro isolados em estudo, foi possivel notar
que os isolados T. harzianum ALL-42 e Trichoderma spp. 1 possuem acOes antagonicas ao
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fitopatdgeno F. oxysporum que os tornam semelhantes entre si. Ja o isolado T. asperelloides
TR-356 foi classificado como o mais distinto em similaridades, dentre os quatro isolados em
estudo, ao antagonizar o fitopatdgeno F. oxysporum. Tais seguimentos podem ser visualizados
melhor por meio do mapa de calor (heatmap) exposto na Figura 10.

Além da possibilidade de se analisar as similaridades das agdes antagonicas dos isolados
em estudo, o heatmap também possibilita visualizar de forma comparativa todos os testes em
analise facilitando a caracterizacao dos isolados mais eficazes no antagonismo ao F. oxysporum.
Portanto, por meio da Figura 10 é possivel observar que as a¢fes antagbnicas para inibicdo do
crescimento micelial do fitopatdgeno F. oxysporum dos isolados T. asperelloides TR-356 e
Trichoderma spp. 2 se sobressairam aos demais isolados em estudo. Semelhantemente Li et al.
(2017) descrevem que dentre os isolados do género Trichoderma selecionados para antagonizar
o fitopatégeno F. oxysporum o isolado de T. asperellum foi 0o que obteve maior destaque,
observando uma reducdo de 69,5% da doenca, enquanto Ethur et al. (2008) relataram que o
isolado de T. harzianum inibiu cerca de 56% da patogenicidade causada pelo F. oxysporum.
Nota-se com isso que isolados de T. asperellum tendem a ter maior acdo inibitéria ao
fitopatdgeno F. oxysporum do que isolados de T. harzianum. Apesar do isolado em destaque
tratar-se da espécie T. asperellum, podemos considerar que os resultados apontados por esses
autores se assemelham ao observado no decorrer deste trabalho pois, conforme explicam
Samuels et al. (2010) as espécies T. asperellum e T. asperelloides sdo consideradas
filogeneticamente irmas e caracterizadas por serem micoparasitas agressivos (SHORESH,
YEDIDIA e CHET, 2005).
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Figura 10 - Heatmap dos testes em estudos dos isolados de Trichoderma spp. como Agente

de Controle Bioldgico ao fitopatdgeno F. oxysporum. Mapa delineado no site

http://www.heatmapper.ca/, por meio dos dados obtidos em cada teste realizado
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho consistiu na aplicacdo de testes laboratoriais que auxiliaram na
verificacdo dos mecanismos antagbnicos de quatro isolados do género Trichoderma como
agentes biocontroladores para o fitopatdgeno F. oxysporum.

Foi possivel perceber que dentre os isolados em uso o que melhor exibiu agBes
antagoénicas foi o isolado T. asperelloides TR-356 tendo destaque na inibicdo do crescimento
micelial por meio dos metabolitos secundarios nao volateis e na producao das enzimas NAGase,
quitinase, B-1,3-glicanase e protease, sendo estas enzimas ligadas diretamente a degradacéo da
maioria dos compostos presentes na parede celular fangica. Tais resultados demonstram que T.
asperelloides TR-356 pode ser considerado um bom ACB para o fitopatdgeno F. oxysporum,
pois como exibido nos teste 0 mesmo tem a capacidade de antagonizar esse fitopatdgeno tanto
de forma direta, por meio do micoparasitismo ao secretar enzimas responsaveis pela degradagéo
da parede celular do patégeno e impedir o progresso do mesmo, como também de maneira
indireta através da producdo dos metabolitos ndo volateis que permanecem no meio mesmo
sem a presenca do isolado retardando o crescimento micelial do F. oxysporum. O isolado T.
asperelloides TR-356 teve também destaque na producdo da enzima celulase o que retrata que
além do seu bom uso como agente de biocontrole o isolado pode, ainda, ser empregado de
maneira biotecnoldgica.

Outro isolado que também se destacou nas atividades enziméticas em estudo foi o
isolado Trichoderma spp. 2 obtendo classificacbes semelhantes ao isolado T. asperelloides TR-
356 na producéo das enzimas quitinase, B-1,3-glicanase, protease e celulase, o que nos leva a
concluir que a¢des antagdnicas do Trichoderma spp. 2 ao fitopatdgeno F. oxysporum ocorre de
maneira mais eficaz através do micoparasitismo e que, além do seu emprego como ACB, pode-
se também considera-lo como um possivel degradador da celulose para a industria comercial.

Jé os isolado T. harzianum ALL-42 e Trichoderma spp. 1 ndo obtiveram destaque em
nenhum dos testes enzimaticos aplicados, ambos obtiveram resultado semelhantes entre si, com
ressalva apenas para a atividade especifica de protease onde o T. harzianum ALL-42 exibiu
melhor resultado do que o Trichoderma spp. 1.

Em relacdo ao teste da producao de metabolitos secundarios volateis, acrescentamos que
nenhum dos isolados em analise obtiveram resultados significativos na inibigcdo do crescimento
micelial do F. oxysporum por intermédio desses metabolitos, ao passo que no teste de
pareamento todos os isolados foram considerados bons antagonistas para o fitopatdgeno de

acordo com a escala em que os mesmos foram analisados.
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Considerando os resultados obtidos nesse trabalho, pode-se afirmar que a hipotese | é
verdadeira, pois dentre os dois isolados em estudos oriundos de areas do Cerrado tocantinense
o isolado Trichoderma spp. 2 possui forte potencial antagbnico ao fitopatdgeno F. oxysporum.
Ja a hipotese Il foi rejeitada, visto que o isolado T. asperelloides TR-356 demonstrou maior
eficcia antagbnicas ao F. oxysporum do que os isolados provenientes do cerrado, no entanto
as agOes inibitorias do isolado Trichoderma spp. 2 ao fitopatdgeno F. oxysporum foram notaveis
e se sobressairam ao isolado T. harzianum ALL-42.

Dito isto, complementamos que o uso de dois dos quatro isolados em estudo, T.
asperelloides TR-356 e Trichoderma spp. 2, como potenciais ACB ao fitopatdégeno F.
oxysporum deve ser levado em consideracdo por meio de estudos complementares para uma

compreensdo mais abrangente de como melhor emprega-los.
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ANEXO B - Resumos publicado em anais e congressos

Figura 12 - Resumos apresentados no | Congresso de Engenharia Biotecnologica, 2021
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Figura 13 - Resumos apresentados no | Seminério de Biodiversidade do Tocantins, 2021
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ANEXO C - Trabalho de Iniciacdo Cientifica realizado em 2020/2021
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