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Resumo

M. phaseolina ¢ um dos patogenos habitantes de solo que causa grandes danos ao feijoeiro, portanto, estratégias que visam controlar o patdgeno
e promover maior resisténcia as plantas sao requeridas. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito de Trichoderma spp., na forma de
suspensao de conidios ou filtrado de cultura, no biocontrole de M. phaseolina e indugao de resisténcia em feijoeiro. Para isso, foram realizados
testes in vitro de confronto direto, metabolitos volateis e de filtrado de cultura, utilizando cinco isolados de Trichoderma spp. e um isolado
do patogeno. Ao final dos testes foi determinado o percentual de inibigdo do crescimento micelial do patdgeno. Para os testes in vivo foram
selecionados trés isolados de Trichoderma spp., utilizando-os na forma de suspensao de conidios e filtrado de cultura para o tratamento das
sementes. O patogeno foi inoculado via substrato por meio de graos de arroz colonizados. Durante a condugio do experimento foram realizadas
avaliacOes da severidade da doenca e coleta de material vegetal para as analises bioquimicas referentes a indugdo de resisténcia. Os resultados
demonstram que Trichoderma spp. controlam M. phaseolina por meio dos mecanismos de parasitismo e antibiose, observados nos testes in
vitro, bem como reduzem a severidade da podriddo cinzenta do caule na cultura do feijdo, pela indugdo de resisténcia e pela melhoria no
enfrentamento as espécies reativas de oxigénio causadas pelo ataque do patdgeno, identificado pela potencializagao da atividade das enzimas
superoxido dismutase e guaiacol peroxidase.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Superdéxido Dismutase. Guaiacol Peroxidase. Peroxido de Hidrogénio.

Abstract

M. phaseolina is one of soil-inhabiting pathogens that cause great damage to bean plants, therefore, strategies that aim to control the pathogen

and promote greater plant resistance are necessary. Therefore, the objective of the study was to evaluate the effect of Trichoderma spp., in the
form of conidial suspension or culture filtrate, on the biocontrol of M. phaseolina and induction of resistance in bean. For this, in vitro tests
of direct confrontation, volatile metabolites and culture filtrate tests were carried out, using five isolates of Trichoderma spp. and an isolate of
the pathogen. At the end of the tests, the percentage of inhibition of mycelial growth of the pathogen was determined. For in vivo tests, three
isolates of Trichoderma spp. were selected, using them in the form of conidial suspension and culture filtrate for seed treatment. The pathogen

was inoculated via substrate through colonized rice grains. During the experiment, assessments of the severity of the disease were carried out
and plant material was collected for biochemical analyzes related to the induction of resistance. The results demonstrate that Trichoderma

spp. control M. phaseolina through the mechanisms of parasitism and antibiosis, observed in in vitro tests, as well as reduce the severity of
gray stem rot in bean crops, by inducing resistance and improving the fight against reactive species of toxicity caused by the pathogen attack,

identified by the activity potentiation of the enzymes superoxide dismutase and guaiacol peroxidase.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Superoxide Dismutase. Guaiacol Peroxidase. Hydrogen Peroxide.

1 Introducio no controle de fitopatdgenos (Ngo et al., 2021; Zhang et al.,

A podriddio cinzenta do caule no fefjoeiro causada por 2016). Sua utilizagdo no tratamento de plantas de feijao levou

. . . . auma ativa¢ao dos mecanismos de protecdo, evidenciado pela
Macrophomina phaseolina estd entre as doengas mais ¢ protecao, P

destrutivas da cultura. Os sintomas variam de cancros pretos 10T atividade de enzimas de defesa e maior expressdo de

até lesoes que podem se estender por todo o caule, resultando
em murcha, clorose sistémica e, por fim, no tombamento
e morte da planta (Wendland et al., 2016). O controle do
patdégeno ¢ um desafio decorrente de sua agressividade e a
capacidade de sobreviver sob diversas condi¢des (Lodha;
Mawar, 2020). Dessa forma, o controle bioldgico se torna
uma medida promissora de controle que, integrada a outras,
garante melhores resultados.

Trichoderma ¢ um género fungico amplamente utilizado
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genes relacionados a defesa (Eslahi et al., 2021). Formulagdes
baseadas em metabdlitos microbianos também podem ser uma
alternativa eficaz no controle e, a0 mesmo tempo, reparar as
dificuldades associadas ao uso de cepas de micro-organismos
vivos, tais como sensibilidade a variagdes das condicdes
ambientais e de armazenamento (Woo et al., 2014).

A interag@0 com o antagonista resulta em efeitos benéficos
para a planta, incluindo protecdo direta contra o ataque de

patogenos. Essa interagdo desencadeia respostas bioquimicas,
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como a geragdo de peroxido de hidrogénio (H,O,), que
atua como agente antimicrobiano, molécula sinalizadora e
substrato para enzimas antioxidantes (Eslahi et al., 2021). Ha
evidéncias de que Trichoderma spp. precisa ativar as defesas
da planta desde os estagios iniciais da intera¢do, mesmo antes
que a resposta inicial de resisténcia sistémica adquirida (SAR)
atinja sua maxima intensidade (Monte; Bettiol, Hermosa,
2019).

Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito
de Trichoderma spp., na forma de suspensdo de conidios ou
filtrado de cultura, no biocontrole de M. phaseolina e indugao
de resisténcia em feijoeiro.

2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio
de Fitopatologia Elocy Minussi e na casa de vegetagdo
do Departamento de Defesa Fitossanitaria e as analises
bioquimicas realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal

do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de
Santa Maria, municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brasil.

Para a condugdo dos experimentos foram utilizados um
isolado de Macrophomina phaseolina (PEL) proveniente
da de
Fitopatogénicos da Embrapa Arroz e Feijao, e cinco isolados

Colegao Micro-organismos Multifuncionais ¢
de Trichoderma: Trichoderma virens (TF1), proveniente de
solo rizosférico de feijoeiro, Trichoderma asperellum (TR1)
e Trichoderma asperellum (TR4), provenientes de solo
rizosférico de nogueira-pecad, os quais pertencem a colegdo
de micro-organismos do laboratorio de fitopatologia Elocy
Minussi, Trichoderma harzianum (ECO), proveniente de
produto comercial Ecotrich® e Trichoderma harzianum (SC),
proveniente de produto comercial Stimu Control® (Quadro
1). Os isolados foram cultivados previamente em meio batata-
dextrose-agar (BDA) por sete dias.

Quadro 1 - Descrigdo dos isolados de M. phaseolina ¢ Trichoderma spp. quanto a espécie e codificagdo do isolado, coordenadas
(GMS) do local de coleta, registro no GenBank/produto, acesso SMDB e codigo do Sisgen

Espécie e codificacio do isolado Coorl(:) ecl;?((iizsc(o?xS) do Regls:)r;)()g‘f:zoBank/ Cédigo SMDB Cédigo Sisgen
Macrophomina phaseolina -PEL - MK450343 18.319 -
Trichoderma virens - TF1 28°6’31” S —55°0°18” O MK450344 18.320 A28E445
Trichoderma harzianum - SC - 22516 - -
Trichoderma harzianum — ECO - 04213 - -
Trichoderma asperellum - TR1 29°43°29”S —53°43°0,5170 MK982653 18.371 A32646D
Trichoderma asperellum — TR4 29°43°29”S —53°43°0,51”0 MNO082152 18.372 A32646D

Fonte: dados da pesquisa.

2.1 Preparo dos filtrados de cultura de Trichoderma spp.

Para a producdo do filtrado de cultura dos isolados
de Trichoderma spp. utilizou-se Erlenmeyers de 250 mL
contendo meio de cultura liquido, composto por 100 mL
de agua destilada, 7,5 g.L! de extrato de levedura, 20 g.L-
' de agua de maceragdo de milho (proveniente de residuo
industrial), 100 g.L-! de sacarose e pH ajustado para 5 (Sarzi,
2019). Em seguida, foram autoclavados a 120 °C por 20 min
e, apos atingir temperatura ambiente, foi adicionado 1 mL da
suspenséo de conidios de cada isolado na concentragio de 107
conidios mL!. Apos, os Erlenmeyers foram incubados em
Shaker (Tecnal® shakermodel TE-4200) a 28 °C e fotoperiodo
de 12h, por 96 horas sob agitacdo constante de 180 rpm.
Apds o periodo de fermentagdo, os caldos fermentados
foram filtrados, primeiramente em membrana Milipore®
de 11 micras com auxilio de bomba de vacuo, removendo a
biomassa microbiana. Em seguida, foi realizada uma segunda
filtragem dos meios em membrana milipore® de 0,22 micras,
para remocao das células fungicas.

2.2 Ensaios in vitro
2.2.1 Teste de confronto direto

Para avaliar o potencial dos isolados de Trichoderma
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spp. na inibicdo do crescimento micelial do patdgeno, foi
utilizada a técnica de confrontacdo direta. Para tanto, discos
de micélio do fitopatdgeno + BDA (batata-dextrose-agar)
foram retirados de placas em que esse foi cultivado por sete
dias e, posteriormente, estes foram depositados a 1,0 cm
da borda interna de outra placa de Petri contendo meio de
cultura BDA. Apos, foi realizada a transferéncia individual
de discos de mesmo didmetro dos isolados de Trichoderma,
previamente cultivados em meio de cultura BDA por sete
dias, colocando-o de forma oposta ao disco do patogeno. Para
testemunha, colocou-se somente um disco do patdogeno em
uma das extremidades da placa. As placas foram mantidas a
temperatura de 25 2 °C e fotoperiodo de 12 h, até o patdgeno
colonizar toda a superficie do meio nas placas do tratamento
testemunha.

2.2.2 Teste de metabolitos volateis

O efeito inibidor de metabdlitos volateis produzidos por
Trichoderma spp. foi testado por meio da utilizagdo de duas
bases de placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo
BDA, sendo transferido para o centro de uma placa, um disco
(5mm) da cultura do patdégeno e no centro de outra placa
um disco (5 mm) da cultura do antagonista. Apos as bases
das placas foram sobrepostas e unidas com pléstico filme.
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Como tratamento testemunha, foram sobrepostas duas bases,
uma contendo o patogeno e a outra somente meio BDA. As
placas foram incubadas a 25 +2°C e fotoperiodo de 12 h até
o patdgeno colonizar toda a superficie do meio nas placas do
tratamento testemunha.

2.2.3 Teste de filtrado de cultura

Baseando-se no estudo de Cruz et al. (2012) com
modificagdes, os filtrados de cultura dos isolados de
Trichoderma spp. foram colocados no centro de placas de
Petri (90 mm) contendo meio de cultura BDA, na propor¢ao
de 100 pL por placa, nas concentragdes de 100% (filtrado de
cultura puro) e 50% (filtrado diluido com agua destilada e
esterilizada). Apds, o filtrado foi distribuido sobre a superficie
do meio com auxilio de al¢a de Drigalsky e, em seguida, um
disco de 5 mm de diametro, contendo meio BDA + patdgeno
foi transferido para o centro das placas.

2.2.4 Avaliacdes e analise estatistica

Para cada teste foram utilizadas quatro repeti¢des por
tratamento e, ao final de cada um desses, foi mensurado o
crescimento micelial do patdégeno em dois sentidos opostos,
obtendo-se a média do crescimento micelial que foi utilizada
para determinar o percentual de inibi¢do do crescimento
micelial calculado por meio da formula: ((Crescimento
micelial da testemunha — crescimento micelial do tratamento)
/(Crescimento micelial da testemunha)) x 100. Apds os
dados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando o
software Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).

2.2.5 Microscopia eletronica de varredura

Ao final dos testes in vitro foram retirados discos de
micélio do fitopatdgeno mais meio BDA, para analisar o efeito
dos isolados do antagonista sobre as estruturas do patdgeno.
O material retirado foi colocado em dessecador por 48h para
posterior analise em microscopio eletronico de varredura.

A morfologia das estruturas fingicas foi caracterizada
usando um microscopio eletronico de varredura (MEV)
(Tescan, VEGA-3G, Republica Tcheca), acoplado com um
detector de elétrons secundarios (SE) para obtengdo das
imagens. Para estas analises, as amostras foram recobertas
com ouro (processo de metalizacdo via sputtering, usando
uma corrente de 30 mA por 120 segundos - Desk V da Denton
Vacuum).

2.3 Ensaios in vivo

Para os testes in vivo foram selecionados trés isolados de
Trichoderma spp., um de cada espécie, que se apresentaram
promissores nos testes in vitro, sendo esses: T. virens (TF1),
T harzianum (SC) e T. asperellum (TR1). Como substrato
foi utilizada areia esterilizada em vasos de 700 mL. Foram
utilizadas sementes da cultivar Fepagro Triunfo, semeadas
quatro sementes por vaso, sendo realizado o desbaste 10
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dias apds a semeadura, mantendo-se uma planta por vaso.
Foram realizadas irriga¢des controladas com solugao nutritiva
(16g.40L! de Nitrato de potassio; 5,4 g.40L' de MKP;
15,2g.40L"! Sulfato de magnésio; 37,16g.40L"! de Nitrato de
calcio; 0,8g.40L" de ferro e 1,2g.40L"' de micronutrientes),
mantida em pH entre 5,5 ¢ 6 e condutividade elétrica (CE)
de 1,5 mS.cm™ baseando-se no estudo de Basso et al. (2012).

2.3.1 Preparo da suspensio de conidios

Apds o crescimento dos isolados de Trichoderma spp.
em meio de cultura BDA, foi adicionada agua destilada e
esterilizada na placa de Petri e com auxilio de uma alga de
Drigalski, raspada a colonia, a fim de obter uma suspenséao
de conidios. Em seguida, essa suspensdo de conidios foi
filtrada com dupla camada de gaze para retirar os fragmentos
de micélio. Por fim, quantificou-se a concentragdo em camara
de Neubauer, calibrando-a posteriormente para 107 conidios
mL"

2.3.2 Tratamento das sementes

Para o tratamento das sementes com filtrado de cultura dos
isolados de Trichoderma spp., utilizou-se 1 mL do filtrado para
cada 200 sementes de feijdo. Ja para o tratamento das sementes
com a suspensdo de conidios dos isolados foi utilizado 1 mL
da suspenséo na concentragdo de 107 conidios mL! para cada
200 sementes de feijdo. Apos a homogeneizagdo das sementes
tratadas, estas foram imediatamente semeadas.

2.3.3 Inoculacao de M. phaseolina

O inoculo de M. phaseolina foi preparado em Erlenmeyers,
contendo grdos de arroz sem casca, previamente umedecidos
com agua destilada (100 mL de agua/ 50 g de arroz) por 10 min
e, posteriormente, esterilizados em autoclave por 20 minutos
a 120 °C. Apos o resfriamento dos graos, foram adicionados
20 discos de 5 mm contendo micélio, provenientes de
culturas puras de M. phaseolina e transferidos para BOD,
permanecendo por dez dias a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente, + trés graos de arroz colonizados foram
depositados no substrato a uma profundidade de 5 cm e, sobre
esses foram colocadas as sementes de feijao, de acordo com
a metodologia de Cruciol e Costa (2018) com modificagdes.

2.3.4 Avaliacdes e analise estatistica

A severidade da doenga foi avaliada aos 33 dias apés
a semeadura (DAS) utilizando uma escala de notas de
Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987) que consiste: 1-
auséncia de sintomas visiveis da doenca; 3- sintomas da
doenca restritos aos cotilédones ou o ponto de inoculagio;
5- aproximadamente, 10% do hipocétilo e ramos inferiores
cobertos de lesdes e, muitas vezes, combinado com estruturas
de frutificacdo do fungo; 7- aproximadamente 25% do
hipocétilo e ramos inferiores coberto de lesdes e, muitas
vezes, combinado com estruturas de frutificacdo do fungo;
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9- Aproximadamente 50% ou mais do hipocotilo e ramos
inferiores cobertos de lesdes e com um grande numero de
estruturas frutiferas do fungo; considerando também os
sintomas no epicétilo.

As avaliagdes de inducdo de resisténcia foram realizadas
por meio de coletas de plantas aos 42 dias ap6s a semeadura
e aplicagdo dos tratamentos com os antagonistas. O material
vegetal coletado para as analises bioquimicas foi colocado
em papel aluminio e mantido em nitrogénio liquido até o
final da coleta, posteriormente, foi congelado em ultrafreezer
(-80 °C) para conservar as amostras até as analises. As
andlises bioquimicas compreenderam a determinacdo do
contetido de peréxido de hidrogénio (H,O,) de acordo com
a metodologia de Loreto e Velikova (2001); a atividade da
enzima superdxido dismutase (SOD) de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries (1977);
a atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD), segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando o guaiacol como substrato; a
concentragdo total de proteinas soliveis foi medida utilizando
uma curva padrdo de albumina sérica bovina de acordo com
0 Método de Bradford (Bradford, 1976) e; a peroxidagdo de
lipidios de membrana, estimada pelo método de El-Moshaty
et al. (1993).

O delinecamento experimental para os testes in vivo foi
o inteiramente casualisado, em bifatorial 2 (inoculado e
ndo inoculado pelo patdogeno) x 7 (controle (sem nenhum
tratamento a base de Trichoderma spp.); suspensao de conidios
de TF1; filtrado de cultura de TF1; suspensdo de conidios
de SC; filtrado de cultura de SC; suspensdo de conidios de
TR1; filtrado de cultura de TR1), em que cada tratamento foi
composto por quatro repeticdes e cada vaso constituiu uma
unidade experimental. O conjunto de dados foi submetido a
analise de variancia em bifatorial, exceto para as analises de
severidade da doenga, e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott Knott (P < 0,05) utilizando o software Sisvar
5.3 (Ferreira, 2011).

3 Resultados e Discussao
3.1 Ensaios in vitro

Em relagdo aos testes in vitro (Quadro 2), no confronto
direto, o isolado ECO (T harzianum) foi o que obteve maior
percentual de inibigdo (43,19%) diferindo estatisticamente
dos demais. Corroborando com os resultados encontrados,
Broetto et al. (2014) também observaram que no teste de
confronto direto, T harzianum foi o que apresentou maior
inibi¢do no crescimento micelial de M. phaseolina.

No teste de metabolitos volateis, a maior inibi¢ao foi de
29,65% no tratamento com o isolado TR1 (7. asperellum) o
que também ja foi demonstrado frente a Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani e Colletotrichum dematium var. truncata
(Gabardo et al., 2020). Nos testes com filtrado de cultura na
concentragdo de 100%, as maiores inibi¢des foram observadas
nos tratamentos TR1 e TR4, ambos isolados de T. asperellum.
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Na concentracdo de 50% do filtrado de cultura, o tratamento
TR1 também apresentou maior inibicdo do crescimento
micelial do patoégeno. Trichoderma spp. ¢ um género fingico
com potencial para producdo de metabodlitos secundarios
bioativos, com agdo antibacteriana, nematicida (Khan et al.,
2020) e antifungica (Ngo et al., 2021).

Quadro 2 - Percentual de inibi¢do do crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina nos testes de confronto direto (CD),
metabolitos volateis (MV) e filtrado de cultura (FC) 100% e 50%
de Trichoderma spp.

Tr?jﬂ{;‘ﬁi,‘:"s’ CD MV | FC100 | FC50
TF1 40.12b* | 000b | 000b | 008d

TRI 38500 | 29.65a | 420a | 1546a
TR4 3443c | 073b | 635a | L73c

SC 35.99¢ | 343b | 121b | 3.12¢
ECO 4319a | 000b | 0,00b | 11,92b

CV (%) 3.73 4471 | 1324 | 17.84

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).TF1: isolado de T. virens;
TR1:isolado de 7. asperellum; TR4: isolado de T. asperellum; SC: isolado
de T. harzianum; ECO: isolado de T. harzianum.

Fonte: dados da pesquisa.

As hifas do antagonista envoltas nas hifas do patdgeno esta
indicada na seta vermelha na Figura 1. O efeito de Trichoderma
spp., na morfologia das estruturas fungicas de M. phaseolina,
foi observado por meio de imagens de microscopia eletronica
de varredura. Os resultados mostram no teste de confronto
direto com T. virens, as hifas do antagonista envoltas nas do
patégeno (Figura 1B). Nos testes de metabolitos volateis e
filtrado de cultura, ¢ possivel observar deformagdo das hifas
do patogeno quando submetido ao tratamento com 7. virens
(Figura 1C e D).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de M.
phaseolina A) sem tratamento; B) em confronto direto com 7.
virens (TF1); C) em teste de metabolitos volateis com 7. virens
(TF1) e; D) em teste de filtrado de cultura de 7. virens (TF1)

Fonte: dados da pesquisa.

3.2 Ensaios in vivo

Na severidade da doenca (Figura 2) foi observado que os
tratamentos com 7richoderma spp., na forma de suspensdo de
conidios ou filtrado de cultura, foram eficientes em reduzir os
danos causados por M. phaseolina, ndo apresentando diferenga
estatistica entre si, no entanto, foram significativamente
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diferentes em relacdo ao tratamento controle. Em média, os
tratamentos com Trichoderma spp. apresentaram uma redugo
na severidade da doenga de 55%.

Figura 2 - Severidade da podridao cinzenta do caule causada por
Macrophomina phaseolina em plantas de feijoeiro sob tratamento
com Trichoderma spp.

35+

1.5
1_
Al
o

Controle TR1s TR1f TFls TFIf Cs
Tratamentos

Para cada coluna, os valores seguidos da mesma letra ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0.05). As barras
verticais representam o erro padrdo da média. Controle: sem nenhum
tratamento a base de Trichoderma spp.; TR1 s: suspensdo de conidios
de T. asperellum; TR1 f: filtrado de cultura de 7. asperellum; TF1 s:
suspensdo de conidios de 7. virens; TF1 f: filtrado de cultura de T virens;
SC s: suspensao de conidios de 7. harzianum; SC f: filtrado de cultura de
T harzianum.

Fonte: dados da pesquisa.
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Fseala de notas da severidade da doenga

O efeito de Trichoderma spp. sobre a severidade da
doenga ocorre devido ao controle direto do patdgeno por meio
de mecanismos de antibiose, micoparasitismo, competicao
(Mukhopadhyay; Kumar, 2020), ou induzindo resisténcia
as plantas. A estimulagdo de mecanismos de defesa das
plantas pode ocorrer por moléculas liberadas pelas hifas
e nao necessariamente pelo fungo vivo, e ¢ por meio do
reconhecimento dessas moléculas por receptores vegetais
que ocorre a inducdo de resisténcia em plantas (Nawrocka;
Malolepsza, 2013).

Estresses bidticos, como a infec¢do por fitopatdgenos,
causam estresse oxidativo que induz a producdo e acumulo
de espécies reativas de oxigénio, sendo O,¢ H,O, as mais
importantes ¢ produzidas que se acumulam rapidamente
apos um estresse (Zhang et al., 2016). Algumas cepas de
Trichoderma, ao suportarem o estresse oxidativo, apresentam
vantagem na rizosfera das plantas, pois ¢ onde s@o produzidas
e liberadas espécies reativas de oxigénio (EROs) como
consequéncia das respostas de imunidade emitidas pelas
plantas, em funcdo do reconhecimento dos efetores dos
patdgenos (Monte; Bettiol; Hermosa, 2019).

Quanto as analises das enzimas antioxidantes, pdde-se
observar que a atividade da superoxido dismutase (SOD) na
parte aérea das plantas foi superior a das raizes, com destaque
paraos tratamentos TF1 fe TR1 fsem a inoculagdo do patogeno
(Figura 3). Como a SOD ¢ responsavel pela dismutagdo do
0,7¢ HO," a H,0, (peroxido de hidrogénio), maiores niveis
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de H,O, também foram observados nas andlises da parte aérea
das plantas. No presente estudo, os principais sintomas da
doenga se concentraram na regido dos cotilédones, podendo
ter contribuido para o estresse da planta nessa regido e a maior
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

Varias enzimas estdo relacionadas ao estresse oxidativo, a
superoxido dismutase (SOD) transforma os radicais superoxido
(O,’) em peroxido de hidrogénio (H,0,), a guaiacol peroxidase
(POD) reduz o H,0, a 4gua, utilizando vérios substratos como
doadores de elétrons, a ascorbato peroxidase (APX) utiliza o
ascorbato como doador de elétrons para reduzir o H,0, a dgua,
e a catalase (CAT) dismuta o H,0, em 4gua e oxigénio (Wang
et al., 2009). Dessa forma, ¢ importante o funcionamento
€ a relagdo dessas enzimas, pois o H,0O, também apresenta
toxicidade para as células, tornando necessaria a sua remogao
(Gutierrez-Martinez et al., 2020).

Figura 3 - Atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD) e peroxido
de hidrogénio em plantas de feijoeiro inoculadas ou ndo com
Macrophomina phaseolina e sob tratamento com Trichoderma
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Médias seguidas por letra maitscula diferente entre os niveis do fator
antagonista ¢ mintscula entre a presenga e auséncia do patéogeno do
mesmo nivel do fator antagonista, diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott Knott (P < 0,05). As barras verticais representam o erro
padrao da média. TR1 s: suspensao de conidios de 7. asperellum; TR1 f:
filtrado de cultura de 7. asperellum; TF1 s: suspensdo de conidios de 7.
virens; TF1 f: filtrado de cultura de 7. virens; SC s: suspensao de conidios
de T harzianum; SC f: filtrado de cultura de T, harzianum.

Fonte: dados da pesquisa.

Na parte aérea, a atividade das enzimas foi maior
especialmente nos tratamentos com Trichoderma spp. sem a
inoculacdo do patdogeno. Ja na raiz, a maior atividade ocorreu
nos tratamentos com inoculagdo do patégeno. A produgio
de peroxido de hidrogénio, tanto na parte aérea quanto na
raiz, na grande maioria dos tratamentos nao diferiu com ou
sem a inoculagdo do patdgeno, mas entre os tratamentos
com Trichoderma spp. O O, e H,0O, na presenga de metais
de transi¢do, podem dar origem ao radical hidroxila (OH)
altamente toxico, portanto, a rapida desintoxicagdo desses
elementos ¢ essencial para prevenir danos oxidativos (Wang
et al., 2009). As EROs sdo altamente toxicas, podendo oxidar
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macromoléculas bioldgicas, como lipidios, proteinas e acidos
nucleicos, causando peroxidagdo lipidica, danos & membrana
¢ inativagdo de enzimas (Zhang et al., 2009).

Em relaco as proteinas totais, na parte aérea a concentragao
foi maior nos tratamentos sob inoculagdo dos patdgenos,
enquanto nas raizes a maior concentragao ocorreu na maioria dos
tratamentos sem inoculagdo do patogeno (Figura 4). Pesquisas
identificaram em filtrados de cultura de Trichoderma spp. a
atividade de enzimas degradadoras de parede celular, como a
p-1,3-glucanase, que atuaram na restri¢ao do crescimento fungico
(Wonglom et al., 2019). Além disso, T. asperellum demonstrou
capacidade de induzir respostas de defesa ao aumentar a atividade
das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase (Baiyee; Ito; Sunpapao,
2019). A habilidade dos micro-organismos antagonistas em
produzir enzimas degradadoras da parede celular e a capacidade
de induzir as plantas a produzirem essas enzimas, demonstra
que a utilizagdo de um agente de controle bioldgico pode ser de
grande interesse para o manejo de doencas de plantas (Intana et
al., 2022).

Figura 4 - Concentracdo de proteinas totais e peroxidacao
de lipideos de membrana (TBARS) em plantas de feijoeiro
inoculadas ou ndo com Macrophomina phaseolina e sob
tratamento com Trichoderma spp
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Meédias seguidas por letra maitscula diferente entre os niveis do fator
antagonista e mindscula entre a presenga e auséncia do patdégeno do
mesmo nivel do fator antagonista, diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott Knott (P < 0,05). As barras verticais representam o erro
padrdo da média. TR1 s: suspensdo de conidios de 7. asperellum; TR1 f:
filtrado de cultura de 7. asperellum; TF1 s: suspensdo de conidios de T
virens; TF1 f: filtrado de cultura de 7. virens; SC s: suspensao de conidios
de T. harzianum; SC f: filtrado de cultura de 7. harzianum.

Fonte: dados da pesquisa.

Nas analises de peroxidacdo de lipideos de membrana
na parte aérea e na raiz, observou-se que os resultados da
inoculacdo ou ndo do patégeno ndo seguiram um padrao,
variando de acordo com os tratamentos a base de Trichoderma
spp. No entanto, pdde-se observar que o tratamento SC f, além
de ndo apresentar diferencga entre as plantas inoculadas ou nao
pelo patdgeno, também foi um dos tratamentos que apresentou
menores danos aos lipideos de membrana (Figura 4).

4 Conclusao

Trichoderma spp. controlam M. phaseolina por meio dos
mecanismos de parasitismo e antibiose, observados nos testes
in vitro, bem como reduzem a severidade da podridao cinzenta
do caule na cultura do feijao, pela inducdo de resisténcia e
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pela melhoria no enfrentamento das espécies reativas de
oxigénio causadas pelo ataque do patdgeno, identificado
pela potencializagdo da atividade das enzimas superdxido
dismutase e guaiacol peroxidase.
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