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RESUMO

MARTINEZ ACOSTA, Jaime Alejandro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro, 2014. Analise de substancias de Trichoderma spp. com atividade
alelopatica. Orientador: Ant6nio Jacinto Demuner. Coorientadores: Luiz Claudio
de Almeida Barbosa e Célia Regina Alvares Maltha.

Extratos das espécies T. harzarium, T. viride, T. reesei, T. longibrachiatum, T.
aureoviridemostraramatividade alelopatica em plantas de sorgo (Sorghum bicolor)
e pepino (Cucumis sativus) e sobre aplanta daninha“Corda de Viola” (lpomoea
grandifolia). A maior inibicdo foi no sorgo, por encima de 20% tanto a caule como
a raiz a concentracdes entre 125e 1000 mg L™, no teste de germinacéo,além
doteste de crescimentoinibindo a 50 mg L. As plantas de pepino foram inibidas
principalmente por os extratos deT. ressei e T. longibrachiatum em mais de um
20% a concentragbes de acima de 250 mg L para a germinagéao, além disso, T.
aureoviride atua induzindo seu crescimento em mais do 100% em todas a
concentragdes. Finalmente a I. grandifolia se vé afetada em seu crescimento
inibindo-se pela acao de T. ressei, T. longibrachiatum, T. aureoviride e T. viride, e
sendo induzida em mais do 100% a 100 mg L™ por T. harzianum. Estudos por CG-
EM mostram alguns compostos nestes extratos foram principalmente o acido

desidroacético, a anidromevalonolactona e o 2-feniletanol, alguns nao reportados

em estas espécies.
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ABSTRACT

MARTINEZ ACOSTA, Jaime Alejandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2014. Analysis of substances of Trichoderma spp. with allelopathic
activity.Adviser: Antonio Jacinto Demuner. Co-advisers: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa & Célia Regina Alvares Maltha.

Extracts of T. harzarium, T. viride, T. reesei, T. longibrachiatum andT.
aureoviride species showed allelopathic activity in plants of sorghum (Sorghum
bicolor), cucumber (Cucumis sativus) and the weed "Corda de Viola" (lpomoea
grandifolia). The inhibition of sorghum was greater, by 20% on top of both stem
and root to concentrations between 125 and 1000 mg L™ on germination, besides
the growth test at 50 mg L™". The cucumber plants were mostly inhibited by extracts
of T. longibrachiatum and T. ressei in more than 20% at concentrations above 250
mg L™ for germination, furthermore T. aureoviride acts inducing growth more than
100% at all concentrations. Finally Ipomoea grandifolia is affected in their growth
by inhibiting the action of T. ressei, T. longibrachiatum, T. viride and T. aureoviride,
and being induced in more than 100 % to 100 mg L™ by T. harzianum. Studies by
GC-MS showed some compounds in these extracts were mainly dehydroacetic

acid, and the anhydromevalonic lactone and 2- phenylethanol, some not reported

in these species.



1. INTRODUGAO

Algumas espécies de Trichoderma tém sido utilizadas como agente de
controle bioldgico. Esse fungo, considerado um organismo simbionte oportunista
avirulento, estabelece com as raizes das plantas uma associacao simbidntica.As
propriedades antagbnicas desse fungo contraorganismos fitopatogénicosséo
baseadas na ativacdo de multiplos mecanismos, como competicdo por nutrientes
e espaco, modificacdo das condigdes ambientais, ou promog¢aodo crescimento de
plantas (BENITEZ et al. 2004; VINALE et al. 2008a; VINALE et al. 2008b).

Trichoderma sp.¢ um fungo cosmopolita do solo e apresenta um rapido
crescimento em diferentes condigbes ambientais. Este é resistente a compostos
quimicos nocivos e utiliza diversos substratos para seu crescimento micelial, além
de ser considerado um importante decompositor da matéria organica vegetal
(JAVAID et al. 2011).

A cultura de Trichodermasp., depende da quantidade de inéculo, do pH, da
velocidade de agitacédo e da composicdo do meio, sendo fatoresque exercem
influéncia sobre a morfologia desse microrganismo. De fato, a morfologia micelial
tem sido relacionada com o desempenho de culturas submersas, afetando
principalmente a produtividade de metabdlitos (AHAMED et al. 2009). O pH tem
influéncia direta no crescimento micelial e na esporulagdo, enquanto que a
concentragao de carbono e relagao carbono e nitrogénio (C:N) alteram o tempo de
producao de esporos(AGOSIN et al. 1997).

A necessidade de aumentar a produtividade agricola vem requerendo o uso

crescente de fertilizantes quimicos, os quais tém criado problemas sérios de
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contaminagdo ambiental, relacionados com a eutrofizagdo das aguas, excesso
nutritvo no  solo, produgdo de substdncias nocivas como as
nitrosoaminas(SHARPLEY et al. 1987). Nesse contexto, tem sido investigada a
aplicagdo de fertilizantes e pesticidas de origem microbiana, para reduzir o
impacto ecologico e muitas vezes aumentar a produtividade de alimentos
agricolas como, por exemplo, o milho, a soja e o feijao.

O género Trichoderma pode formar associacdes endofiticas e atuar contra
outros microrganismos da rizosfera, além de mostrar um efeito direto no
crescimento da planta. Esse efeito benéfico pode ser visto na capacidade de
absorcao de nutrientes e agua do solo, na taxa de germinagao das sementes e ou
na defesa da planta contra danos biéticos e abidticos (HERMOSA et al. 2012).

A interagdo simbidtica entre planta-microrganismo esta relacionada a
producdo de compostos especificos reguladores do crescimento de plantas,
enzimas hidroliticas, siderosporas e antibiéticos (BENITEZ et al. 2004; REINO et
al. 2008; VINALE et al. 2008a). Zeatina e giberelina GA3 (fatores do crescimento
semelhantes as citoquininas); acidos glucorénico, citrico e fumarico (modificadores
da acidez do solo); enzimas estimulantes da producéo de fitoalexinas (Indutores)
como a fenilalanina amoénio liase, chalcona sintetase e antifungicas como as
quitinases e glucanases sao alguns metabolitos produzidos por Trichoderma
sp.que estao relacionados com o desenvolvimento vegetal(STACEY et al. 1996;
BENITEZ et al. 2004).

T. virens,T. viridee T. harzianum tém sido utilizados como antagonistas de
organismos fitopatogénicos para o controle das doengas de plantas(BENITEZ et al.

2004).0s mecanismos de agdo dependem, em grande parte,das caracteristicas
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fisico-quimicas do solo. Uma de suas habilidades é a de produzir metabdlitos
capazes de impedir a germinagao de esporos e matar as células para que os
patdgenos ndo se desenvolvam (BENITEZ et al. 2004).Estudos realizados com T.
virens tém resultados positivos no controle de Pythium ultimun que infecta o
algodao e Rizoctonia solani que infecta o tabaco (BENITEZ et al. 2004). T.
harzianum contra Verticillium dahliae que infeta a cultura de batatas(CHET et al.
1994; BENITEZ et al. 2004), Botrytis cinerea que infeta talos, flores, frutos e folhas
de diversos tipos deculturas(ZIMAND et al. 1996; REINO et al. 2008) e
Phytophthora capsici, causadora do apodrecimento de pimenta (AHMED et al.
1999).

Os compostos volateis de Trichoderma sp.(Figura 1) sdo de especial
importancia no estudo dos metabdlitos destes fungos, principalmente devido a
rapida agado biocida. Compostos como etileno, cianeto de hidrogénio,
sesquiterpenos acoranos (1, Il e 1ll), monoterpenos (Felandreno —IV e Curcumeno
VII), alcoois (Octan-3-ol -VI), aldeidos, cetonas (Octan-3-ona —V) e ésteres acima
de 4 atomos de carbono tém sido isolados e testados em diversos tipos de
bactérias, pragas e outros fungos (KESZLER et al. 2000; STOPPACHER et al.
2011). Em outros estudos comTrichoderma sp.,foram identificados compostos do
tipo pironas, 6-pentil-a-pirona (VIIl) e 5,5’-dimetil-2H-piran-2-ona como metabdlitos
secundarios (RAMOS et al. 2008; REINO et al. 2008).

Os metabolitos volateis, tém certa vantagem na capacidade de atuar
sinergisticamente com as enzimas extracelulares, também secretadas por
Trichoderma sp., mostrando um mecanismo de acao complexo, mas eficiente

(BENITEZ et al. 2004; DOS SANTOS 2008)
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Figura 1: Metabdlitos secundarios volateis produzidos por Trichoderma sp.
Compostos da classe das pironas, principalmente 6-pentil-a-pirona,
apresentam inibicao sobre Fusarium subglutinans e Fusarium oxysporum (ACEVE
et al. 2004; REINO et al. 2008). Essa pirona demostra teratividade semelhante as
auxinas em ervilha e afeta a germinagcdo de sementes de tomate e canola.
Estudos in planta mostraramuma diminuigcdo da sintomatologia por infecdo por
suspensao de esporos de B. cinerea e Leptosphaeria maculans apds aplicagao
deste composto(VINALE et al. 2008b). Além disso, o derivado6-(1’-pentenil)-2H-
piran-2-ona (IX) (Figura 2), mostra inibicdo do crescimento de Penicillium sp.,

Aspergillus  fumigatus, Candida albicans e Cryptococcus neoformans;



massoilactona (X) e d-decanolactona (XI) inibem o desenvolvimento de Aspergillus
niger, Candida albicans e Staphylococcus aureus, além de controlar os danos em
plantas produzidos por Botrytise phytophtora. Finalmente, o composto viridepirona
(XIl), isolado de culturas de T. viride, mostra atividade contra Sclerotium
rolfsii(REINO et al. 2008).

Estes ultimos compostos mencionados sdo de especial interesse neste
estudo, revelando importantes usos ao nivel industrial como aromatizante (odor a
coco no caso da pirona), para controle biolégico de culturas de plantas e por suas
atividades bioldgicas, principalmente atividade antibidtica (ACEVE et al. 2004;

BENITEZ et al. 2004; RAMOS et al. 2008; RAMOS et al. 2009).
/\/\/Ej /\/\/[1
X 0 X0 0 X0
0" o ” 0" X0
X XIl
Figura 2: Compostos derivados da 6-pentil-a-pirona.

Além do controle do crescimento de microrganismos, Trichoderma sp. tém
mecanismos de interagdo com plantas (Figura3) que permitem um melhor
desenvolvimento destas. Diferentes sinais bioquimicos, incluem a producgao de
diferentes compostos que atuam como indutores de hormdnios vegetais (Etileno,
acido jasmdnico e acido salicilico)e que funcionam como ativadores das defesas
quimicas das plantas. Os peptideos alameticina, produzida por T. viride,

tricokonina,sintetizada por T. pseudokoningii, 6-pentil-a-pirona, harzianolida(XIll) e
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harzianopiridona (XIV) sdo exemplos de alguns destes compostos (Figura

4)(HERMOGSA et al. 2012).

Escorvamento de respostas de
defesa frente ao desafio de
estresse biotico/abidtico

= Sinalizagio
Etileno/Acido j[asmanico L cepalindculo
Acido salicilico dependente

Raizes secundarias o promocho de crascimanto
induzida por a dcido indol-3-acético e dcido
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminase

actividade/gendtipo da planta dependante

\/

vl

I'richoderma spp.

=< J

Antagonismo/micoparasitismo direto

Secregio de moléculas no

apoplasto da raiz, indutores
de resisténcia sistémica
induzida

Figura3: Esquema das interagdes planta-Trichoderma spe o0s sinais

moleculares(HERMOSA et al. 2012).

OH OH
0
oH N =
NN
\N
= = o} N N
H
XIll 0 XIV

Figura 4: Indutores de resisténcia de plantasproduzidos por Trichoderma sp.

Uma das fungdes mais estudadas de Trichoderma sp. éa promocaodo
crescimento das raizes e da parte aérea de plantas de valor comercial. Além disso,
aumenta a produtividade, melhora a qualidade dos frutos, o crescimento de raizes

secundarias e o peso fresco das plantulas (HERMOSA et al. 2012).
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Alguns reportes de atividades alelopaticas mostram que T. harzarium tém
atividades positivas em plantas de tabaco, tomate, algodao, soja, pimenta, feijao e
milho. Além disso, tem a capacidade de facilitar a absor¢do dos nutrientes ao
solubiliza-los, aumentando a quantidade de massa seca do pepineiro e produgao
de analogos as auxinas (HARMAN 2000; BENITEZ et al. 2004; DOS SANTOS
2008; HOYOS-CARVAJAL et al. 2009; RAHMAN et al. 2012). Outros compostos
de interesse alelopatico (Figura 5) sdo o acido harzianico (XV), que é conhecido
por ter atividade antifungica e afeta o crescimento de plantas de pepino e canola
(VINALE et al. 2009). O viridol (XVI) é proveniente de T. virens usado contra
plantas daninhas do algodao e do arroz (HOWELL et al. 1984; ELYASHBERG et
al. 2010). Além disso, essa espécie compete pela rizosfera do meio, reduzindo as
plantas daninhas em plantiosde tomate. Também €& um promotor do crescimento
do feijao eArabidopsis thaliana(HERAUX et al. 2005; CONTRERAS-CORNEJO et

al. 2009; HOYOS-CARVAJAL et al. 2009).

Figura 5:Compostos produzidos por Trichoderma com atividade alelopatica.

Outro tipo de atividade de Trichodermasp., € a inibicdo das larvas do
nematdide Meloidogyne javanica(QURESHI et al. 2012). T.harzianum,

especialmente, tem sido mais amplamente estudado no caso da atividade



nematicida contra essa espécie, diminuindo o nivel de eclosdo dos ovos
(SIDDIQUI et al. 2003; SAHEBANI et al. 2008).Poucos compostos foram isolados
de Trichoderma sp.,entre eles a trichodermina (XVII) (Figura 6) e a 6-pentil-a-
pirona, com capacidade de matar as larvas de Panagrellus redivivus,
Caenorhabditis elegans e Bursaphelenchus xylophilus(YANG et al. 2010; YANG et

al. 2012).

XVII

Figura 6: Trichoderminaproduzida por Trichodermasp.



2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O estudo da relagdo simbidtica entre planta-fungo tem sido bastante
investigado para reduzir a aplicagao de defensivos agricolas. Trichoderma sp. e/ou
seus metabolitos secundarios tem mostrado atividade contra microrganismos
fitopatogénicos. Essa acao deve-se a producdo de antibidticos e compostos
alelopaticos ou ainda ao aumentoda resisténcia da planta a invasao de patégenos.
Além disso, estudos agricolas sdo muitos importantes para a area de
desenvolvimento em produtos naturais, devido a crescente demanda de alimentos
e desenvolvimento de produtos de interesse industriais. Assim esse trabalho tem
como objetivo a realizacdo de extragbes e identificacdo dos compostos das
culturas de diferentes espécies de Trichodermaspe avaliagdo da atividade
alelopaticados extratos em plantas de sorgo (Sorghum bicolor), pepino (Cucumis

sativus) e corda de viola(lpomoea grandifolia).



3. MATERIAL E METODO

3.1Condig¢oes de cultivo de Trichoderma spp.

Foram utilizadas nesse trabalho as culturasT. harzianum (CCT1202), T.
longibrachiatum (CCT2771), T. ressei (CCT2768), T. aureoviride (CCT4567) que
foram obtidas da Fundacao Andre Tosello (Campinas — SP) e T. viride pertencente
a colecdo do laboratério de Associacdes Micorrizicas da Universidade Federal de
Vigosa. Esses fungos foram mantidos em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA, SIGMA) a 25 °C.

Para determinar a taxa de crescimento e a producao de metabdlitos, as
culturas de Trichoderma spp.,foram cultivadas em diferentes meios: BDA, batata-
dextrose-caldo (BDC, SIGMA), agar aveia, agar de extrato de malte (MERCK) e
em meio liquido de Fries'(VAN-ETTEN et al. 1980). Os extratos flingicos foram
analisados, inicialmente, em cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando
hexano(SIGMA) e acetato de etila (SIGMA) (1:1) como fase mével. Para isso
realizou-se uma extragao simples com éter dietilico (SIGMA).

Em seguida, foi realizado uma comparagédo de crescimento e producéo de
extrato nos meios BDC e Fries, usando T. harzianum, T. longibrachiatum e T.
ressei. Para isso,foram assepticamente transferidosdiscos do micélio(d= 10 mm)
provenientes da periferiade culturas em crescimento em meio BDA com 7 dias de
cultura, para outras duas placas de Petri com 0 mesmo meio deixando mais 7

dias.Todo o micélio fungico crescido foi levado a 500 mL dos meiosliquidosBDC,

' Sacarose 30 g; Tartarato de amoénio 5 g; NH4NO; 1 g; KH,PO, 1 g; MgSO,4-7H,0 0,5 g; NaCl 0,1
g; CaCl, 0,1 g; Extrato de levedura 0,5 g; H,O 1 L.
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Fries,BDC+elicitor e Fries+elicitor. O compostoelicitor foi o acido nicotinico (150
mg L™, SIGMA).O cultivo foi realizado em um erlenmeyer com capacidade de 2 L
por 7 dias (Figura 7). Em todas as etapas, a incubacéao foi realizada na auséncia
de luz, a 25 °C,pHde 5,6 + 0,2. Osmeios de cultura com crescimento fungico foram
filtrados a vacuo e armazenados a 4 °C para posterior analise. O micélio retido no
papel de filtro foi macerado em agua por 5 minutos, deixado no ultrassom por 1 h
e em repousono escuro por 24 h. Posteriormente, esse material foi filtrado
novamente e o volume da primeira e da segunda filtragdo foi misturado. O micélio

retido no filtro foi secado a 60 °C por 24 h e pesado (Figura 8).

7 dias
25°C
—
500 mL
de Meio

Trichoderma sp.
7 dias
25°C

Figura 7: Esquema utilizado no cultivo de Trichoderma spp. visandoa comparagao

entre os meios liquidos BDC e Fries com e sem Indutor.

Para producdo de maior biomassa, todas asculturas estudadasforam
tratadas de igual forma, mas usando neste caso trés placas de Petri com meio
BDA a meia forga. O micélio fungicocrescido depois de 7 dias foi levadoa300 mL
de meio BDC a meia forgacultivando por outros 7 dias num erlenmeyer de 1 L.
Apos esse periodo, esse volume foi transferido para 1700 mL do mesmo meio e

incubado por mais 7 dias num erlenmeyer de 4 L (Figura 9), este procedimento foi
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realizado duas vezes. Em todas as etapas a incubacéao foi realizada na auséncia

de luz, a 25 °C, pH 5,6 + 0,2 e agitagdao de 100 rpm,procedendo-se a filtragao

como mencionado anteriormente (Figura 8).
Filtracao
k. W
Filtrado 1 Micelio
Do meio fungico
Liguido
Maceracao com
agua /5 min
¥
! Uitra som
inaga 1h
Armazenamiento Combinagéo
" < dos filtrados
a4’c 1e2 Respouso no
7 escuro/ 24 h
Ultra som
1h
‘ Filtracao I
Filtrado 2 Micelio fingico

Para determinacao
de biomassa seca

Figura 8: Esquema da filtragdo depois da incubacédo de Trichoderma spp.nos

meios liquidos.
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7 dias 7 dias
25°C 25°C
100 rpm 100 rpm
Trichoderma s, — _— —
300 mL
BDC*

7 dias
25°C
100 rpm
—

BDA": Melo BDA a meila for¢ca
BDC*: Meio BDC a meia forga

Figura 9: Esquema da realizagdo da cultura de Trichoderma spp.para a geragao

de maior biomassa.

3.2. Extracgao liquido-liquido.

Os filtrados foram submetidos a extragdo liquido-liquido sequencial com
acetato de etila (3 x 250 mL). A fase organica obtida foi reunida para cada
espécie, secada com sulfato de sodio anidro e concentrado em evaporador

rotatério a 35 °C .

3.3. Analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

Uma pequena porgao do extrato em acetato de etila (3 mg) foi dissolvido em
0,5 mL de cloroférmio e acrescentado 0,5 mL de 300 mg/L do padréo interno
tetracosano, com a finalidade de ajustar as areas de cada pico dividindo-as entre a
area obtida desse composto, em cada extrato. Esse parametro se nomeou de area
padronizada (Ap).A solugdo obtida foi analisada em cromatografo emCG-
EM(Shimadzu 2020) usando uma coluna HP5-MS (30mx0,25mmx0,25 um). As

condigdes do forno foram 40 °C (mantido 2 min), 10 °C/min a 200 °C, 25 °C/min a
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260 °C (mantido 5 min). Parametros do detector de massas foram ionizagéo por
impacto de elétrons (El) a 70 eV, fonte 230 °C, quadrupolo 150 °C e escaner total

(45-400 uma) de acordo como descrito em STOPPACHER et al. (2011).

3.4. Preparacgao das solugdes para os testes biolégicos

Os extratos secos foram dissolvidos em DMSO a 0,5%(v/v) e mantidos no
sonificador por 10 minutos. Dessa solucdo de 1000 mgL'1 foram preparadas
diluigdes sucessivas com agua destilada nas concentragbes de 500, 250, 125,

62,5e 31,25 mgL™,

3.5. Determinacgao da atividade alelopatica
3.5.1. Teste de germinagao

Foram testados os extratos obtidos dos cinco fungos sobre a germinagéo de
sementes de Cucumis sativus (pepino) e Sorghum bicolor(sorgo). O procedimento
geral consistiu em cultivar 20 sementes de cada planta em placas de petri com
papel de germinagao Germitest®e 5 mL de solugado do extrato a avaliar (1000, 500,
250, 125, 62,5 e 32 mgL™"). Depois de 7dias de germinacdo a 25 °C os brotos,a
raiz e o caule foram fotografados e medidos no software Photomed 1.0°. As
analises foram realizadasem triplicatautilizando-secomo controle de germinacao a
agua eDMSO 0,5% (v/v). O experimento foi conduzido com trés repeticbes para
cada uma das concentracdes testadas em delineamento inteiramente casualizado.
Finalmente foi analisada a variagdo no crescimento das plantas pelo teste de

Tukey (p < 0,05).
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Depois, foram calculadas as porcentagens de crescimento das raizes e
caules das plantas tratadas com os extratos, respeito ao tratamento controle com
agua, segundo a equagao (1); o resultado negativo indica inibicdo do crescimento
e o positivo indug¢ao do crescimento.

Onde:
% Cé a porcentagem de crescimento

L — L , . .
%C = — (%7“20) X 100) (1) L;é o comprimento da raiz o do caule em mm
H,0

Ly,0€ 0 comprimento da raiz o do caule em mm

tratada com agua somente

Equacgao 1: Porcentagem da crescimentopara o teste de germinacao

3.5.2. Teste de inibicao do crescimento das plantas (teste de pote)

Foi realizado um teste de crescimento de plantas usando solugbes dos
extratos e como testemunhas o controle de inibicdo o herbicida Dual®, agua e a
solucdo de DMSO 0,5% (v/v). A cultura das plantas foi realizada na casa de
vegetacado do Departamento de Fitotecnia da UFV. As espécies de plantas foram
escolhidas de acordo com a disponibilidade a época dos testes. Trés espécies
foram utilizadas: sorgo,pepino e a planta daninhalpomoea grandifolia (corda de
viola). O experimento foi conduzido com quatro repeticdes para cada uma das
concentracdes testadas em delineamento inteiramente casualizado. As solucdes
usadas foram 50, 100 e 500 mgL™.

Foram usados potes de plastico com capacidade de 50 mL totalmente
preenchidos com aproximadamente 70 g de areia lavada (substrato isento de
qualquer tipo de matéria organica, obtido pelo tratamento prévio da areia com
acido sulfurico concentrado). Sementes pré-germinadas de cada planta (5
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sementes por pote) foram acondicionadas a aproximadamente 1 cm abaixo do
nivel superior de areia e em seguida os potes foram saturados com 5,0 mL da
solugao a ser testada nas concentragcdes descritas anteriormente.

As plantas foram cultivadas em estufa durante 21 dias, sendo irrigadas com
agua varias vezes ao dia para manter a umidade. A cada dois dias as plantas
recebiam doses de nutrientes através da aplicacdo da solucdo de Hoagland®2 a
meia forca(HEEG et al. 2008).

Decorridos os 21 dias, as plantas foram colhidas e tiveram as raizes e as
partes aéreas separadas e acondicionados em sacos de papel. Esse material foi
mantido em estufa de ventilagdo forcada a 70 °C até que se obtivesse massa
constante.

A porcentagem de crescimento da raiz e do caule foi calculada em relagao a
biomassa do tratamento controle com agua, segundo a equagéo (2). Os dados
foram analisados pelo teste de Tukey(p < 0,05).De igual forma, o resultado
negativo indica inibigdo do crescimento e o positivo indugdo do crescimento.

Onde:
% C é a porcentagem de crescimento
m; — m , . P
%C = — (% x 100 > (2) m;€ a massa seca da raiz o da parte aérea em g,
H,0

my, o€ a massa seca da raiz o do caule em g,

tratada com agua somente

Equacao 2:Percentagem de crescimento para o teste de crescimento de plantas

2Ca(NO3)2 X 4H,0 2,0 mM; KNO3; 2,0 mM; NH4NO3; 0,5 mM; MgSO,4 X 7H,0 0,5 mM; KH,PO, 0,25
mM; Fe-EDTA 40 uM; H3BO3 25 uM; MnCl, X 4H,0 2,0 uM; ZnSO4 X 7 H,O 2,0 uM; CuSO4 X 5
H,0 0,5 uM; KCI 50 uM; (NH4)sMo7044 X 4H,0 0,075 uM; CoCl, X 6 H,O 0,15 uM.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinagao das condigoes de cultura.

Considerando apenas o didametro da colbnia,T. harzianum e T. aureoviride
tiveram uma maior taxa de crescimento que T. ressei e T. longibrachiatum,ao
longo de 10 dias de cultivo e em todos os meios testados. Esses dois ultimos
apresentaram um crescimento intermediario e produziram uma coloragao
amarelada, tipico dessas culturas (SANCHEZ-LOPEZ et al. 2012).Essa cor pode
ser devido a sintese de pigmentos por essas culturas.T. viride tem crescimento
mais lento em relagéo as outras culturas.

N&o foi detectado por cromatografia em camada delgada (CCD) nenhum
composto quando as culturas fungicas foram incubadas em aveia agar e agar em
extrato de malte, embora nesses meios tenha sido observado um bom
desenvolvimento dos fungos. Isso pode ser devido a limitagdo da técnica, pouco
tempo de incubacédo, condi¢cdes de cultivo ou baixa afinidade dos compostos pelo
solvente de extracdo.Por essa mesma técnica, foram observados diferentes tipos
de compostos com polaridades muito variadas a partir do quarto dia de incubagao,
nos meios BDA, BDC e Fries.

No meio sélido foi notado uma maior intensidade de manchas na placa de
CCD que aquelas observadas nos meios liquidos. Isso mostra que alguns
compostos permanecem no micélio,0 que justifica a necessidade de uma
maceragao para extracdo total de um determinado composto fungico. Contudo, o
meioselecionado para continuidade do estudo foi o liquido (BDC e Fries), devido

aos bons resultados por CCD, a possibilidade de obtengdo de um maior volume de
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extratos e afacilidade de manuseio. O meio liquido também tem sido muito
utilizado em estudos comTrichoderma sp.Além disso, os filtrados e os extratos
obtidos destas culturas mostram diversas atividades biolégicas, devido,
principalmente, a maior quantidade de compostos neste meio(AHAMED et al.
2009; DAOUBIA et al. 2009; JAVAID et al. 2011).

Por apresentarem maiores quantidade de compostos no perfil de CCD, as
culturas de T. harzianum, T. longibrachiatum e T.ressei crescidas em BDC e Fries
foram utilizadas para comparar a taxa de crescimento e a producao de extratos.

A maior quantidade de biomassa fungica, extratos e rendimento foram
observados na cultura T. longibrachiatum no meio BDC sem o elicitor (Figura 10).
O cultivo desse fungo em meio Fries e a adigdo do acido nicotinico diminuiu a taxa
de crescimento e a quantidade de extratos obtidos (Figura 10). Isso mostra que a
composicdo do meio e a adicdo de indutorparecem ter uma influéncia no
rendimento.A presenca do indutor diminui ndo s6 a biomassa, mas também o
rendimento da extragdo.A adigdo de acido nicotinico (indutor) permite estudar a
influéncia de um composto contaminante na producao de extrato e de diferentes
metabdlitos (DAOUBIA et al. 2009) (Apéndice 1, Figura 10).

Em geral, ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) em
relacdo a biomassa (Figura 10a) e a massa seca dos extratos (Figura 10b)
obtidaspor T. harzianum e T. ressei. Apenas no rendimento nota-se uma diferenga
significativa (p < 0,05) entre esses fungos (Figura 10c). Além disso, as culturas

crescidas no meio BDC sem indutor tiveram maiores rendimentos (Figura 10c).
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Letras semelhantes significam que ndo ha diferenga significativa os dados, segundo teste de Tukey (p < 0,05).

Figura 10: Resultados da comparacédo de meios liquidos a) biomassa de micélio, b) massa de extrato e c) porcentagem

de rendimento.
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As diferengas na taxa de crescimento do fungo mostram ter uma influéncia
no rendimento da extracdo, na massa de extrato obtido e, portanto na quantidade
de compostos extraidos. Essa influéncia pode ser devido a caracteristica
fisiolégica, a composigdo de meio de cultura e as condigbes de cultivo.lsso pode
ser observado no baixo rendimento obtido no meio de Fries em relagao aos outros
meios. Uma desvantagem do meio BDCé o fato de ndo apresentar composigéo
quimica definida.Mas esse problema pode ser evitado usando controles, que
permitam conhecer os compostos presentes no meio. Além disso, o meio BDCe o
BDA sao muito usados na obtencdo de metabolitos secundarios por micro-
organismos (VINALE et al. 2008b; DAOUBIA et al. 2009; STOPPACHER et al.
2011). A redugado da concentragdo de nutrientes no meio de cultura € uma das
maneiras de provocar uma condicdo de estressepara o fungo sem
necessariamente utilizar um indutor. Essa condi¢cdo pode levar a maior producéo
de metabdlicos secundarios pelo fungo. Esse procedimento tem sido utilizado em
estudos com Trichodermasp. (VINALE et al. 2008b). Segundo esse estudo, a
reducéo de até cinco vezes na concentragao normal do BDC provoca um aumento

significativo na sintese de metabdlicos fungicos extraidos do meio de cultivo.

4.2. Extragao de metabdlitos de Trichoderma spp.

A maior quantidade de extratos e rendimentoforam obtidos no cultivo de T.
longibrachiatum (Tabela 1), seguido do extratoT. aureoviride que, além disso, tem
o maior numero de metabdlitos (Tabela2). Em T. viridefoi observado maior

biomassa e menor rendimento.
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Tabela1: Biomassa, massa de extratoe porcentagem de rendimento obtidas das

extragcdes em meio caldo batata-dextrose.

Fungo Biomassa® Massa do extrato® Rendimento (%)°
T. harzianum 6340 179,6 2,83
T. aureoviride 5970 260,3 4,36
T. ressei 12450 177,4 1,43
T. longibrachiatum 8850 469,0 5,30
T. viride 19290 120,8 0,63

@ Biomassa seca do micélio em mg obtida depois da cultura em 4 L de meio.
® Massa de extrato em mg obtida depois da extragdo liquido-liquido dos filtrados das

culturas em 4 L de meio.

massa de extrato

“oRendimento = x 100

biomassa

Os cromatogramas (Figura 11) mostram uma diferengca de composicéo de
componentes volateis em cada extrato. O padrao interno apresentou areas sem
variagdo em todos os extratos, permitindo comparar a concentragcdo dos
compostos comuns entre eles.Pelo método cromatografico utilizado,T. viride
mostrou a maior diversidade de compostos,enquanto o T. auroviride mostrou a
menor (Figura 12, Tabela 2).As areas padronizadas (Ap) (Figura 12, Apéndice 3b)
confrontam as concentracdes dos compostos entre os extratos para dar uma ideia
da variabilidade de producéo desses entre espécies.

Os compostos identificados (Tabela 2) foram baseados na coincidéncia no

espectro de massas com a espectro tedrico (Apéndice2) e o indice aritmético.
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Figura 11: Cromatogramas obtidos dos extratos fungicos de a) T. harzianum, b) T.

ressei, c) T. longibrachiatum, d) T. viride e e) T. aureoviride.
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Figura 12: Areas padronizadas (Ap) dos picos obtidos dos extratos de

Trichoderma spp.
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Tabela 2:% de areas (%A) dos metabdlitos secundarios identificados nos cromatogramas dos extratos das cepas de

Trichoderma spp.

tr® .%. xd e LN
# Compostos (min) SITIL IA 1A Th TV 0 Ta* T
1 2-Feniletanol 10,80 97 1.124 1.116 6,16 10,19 26,53 59,23 15,45
2 Anidromevalonolactona 11,67 96 1.177 1.160 15,58 31,43 15,58
3 N/i® 1253 91 1231 -1 3,60
4 N/i 12,71 81 1.243 - 10,73 8,40 11,90
5 Acido desidroacético 14,82 92 1.384 - 6,07 7,52 1,68 18,34
6 N/i 18,81 87 1.698 - 6,97 4,46
7 N/i 19,18 75 1.738 - 8,19
8 N/i 19,23 78  1.743 - 10,27
9 N/i 19,44 87 1.766 - 64,22 9,19 12,46
10 3-Isobuti|hexaidropirrolo[1 ,_2-a]-piperazina-1 ,4-diona 2102 89 1.969 ) 3.43 708 3,92 558

(Cicloleucilprolina)

11 N/i 21,11 67  1.981 - 31,67
12 N/i 21,61 76 2.051 - 13,30
13 N/i 24,01 77  2.336 - 5,01
14 N/i 25,21 71 2442 - 0,88 042 212

@N/i: Nao identificado
®tr: tempo de retengdo em minutos.

°% simil.: Porcentagem de similaridade segundo o programa GCMSSolution®.

9A*: indice aritmético calculado, ®IA: indice aritmético tedrico (ADAMS 2007; STOPPACHER et al. 2011; ZHANG et al. 2012).

" indice ndo encontrado na literatura, 9%A: Porcentagem de area.

" Th: Trichoderma harzianum, ' Tv: Trichoderma viride, ' TI: Trichoderma longibrachiatum, * Ta: Trichoderma aureoviride, 'Tr: Trichoderma

ressei.

*As areas correspondentes a todos os picos se apresentam no Apéndice3a.

**As estruturas dos possiveis compostos podem ser vistas no Apéndice4.
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Os compostos mais representativos (Figura 13) foram o 2-Feniletanol (XVIII)
encontrado em todas as culturas fungicas, comparativamente em concentragbes
muito similares nos extratos (Figura 12). Em T. aureoviride nao foi detectado acido
desidroacético (XIX), Cicloleucilprolina (XX) e a Anidromevalonolactona(XXl)
(Figura12). Esse ultimo composto também n&o foi observado em T. harzianum

(Figura12).

- LT @W

O
(XVIII) (XIX) (XX) (XXI)
Figura13: Principais compostos encontrados nas culturas de Trichodermaspp.

nomeio BDC.

O 2-Feniletanol € um composto derivado da via do shikimato e ja tinhasido
identificado em T. Harzianum e T. longibrachiatum, em meio de malte (TARUS et
al., 2003). Em outro trabalho, realizado por STOPPACHER et al. (2011), foi
encontrado em culturas de T. atroviride no meio BDA, além de algumas espécies
vegetais. Esse composto tem funcéo de antibiético, feromdnio e protetor de folhas
e flores (SHARMA et al. 2011). Uma caracteristica importante dentro de sua
atividade antibiotica é a capacidade de promover a producdo de enzimas
celulases em diferentes micro-organismos. Estudos realizados por STRANKS et

al. (1975), comT. viride, verificam a capacidade deste composto para aumentar a
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producédo de celulase. Neste caso, poderia supor uma atividade com agao auto-
indutora, ou sejaum composto produzido pelo fungo atue nele mesmo, provocando
a producao de enzimas, afetando tanto outros micro-organismos como as plantas.
Além disso, a presenga de2-feniletanol em todos os fungos estudados mostra a
importancia desse composto para esse género. Neste estudo estda sendo
reportada pela primeira vez a produgao de2-feniletanol por T. aureoviride, T. ressei
e T. viride (Tabela 2).

O acido desidroacético esta presente em quatro dos extratos obtidos,em
maior proporgao no T. ressei(Figura 12). Esse é proveniente da via metabdlica do
acetato e pode ser reconhecido como um derivado do nucleo lacténico das
pironas(DOMNIN et al. 2008), compostos de muita importancia em Trichodermasp.
e com amplas atividades biolégicas (REINO et al. 2008). Esse composto € bem
reconhecido pelos seus usos como conservante, gragcas a suas atividades
fungicidas e antibacterianas(ZHANG et al. 2012).TAKUO (2004), identificou esse
composto nos extratos de acetato de etila de T. viride, que apresentou atividade
inibitéria do crescimento de sementes de alface. Até este estudo, o acido
desidroacético tinha sido observado apenas em T. viride.

O Cicloleucilprolina € um composto derivado das 2,5-dicetopiperazinas que
sdo resultado de hidrélise de proteinas e peptideos e da condensacdo de
aminoacidos. Possuem atividades antibacterianas, citotoxicas, além de controle da
germinacdo de plantas e do sistema cardiaco humano (BORTHWICK 2012.).
Esses compostos foram identificados nas espécies marinhas T. koningii e T.

atroviride(SUN et al. 2009).Essa é primeira vez que reporta esse compostoem T.
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harzianum, T. ressei,T. longibrachiatum e T. viride, estando em maior
concentracao neste ultimo (Tabela 2, Figura12)

A anidromevalonolactona foi identificada nos extratos de T. viride, T. ressei e
T. longibrachiatum.Essa lactona,derivada das pironas, tem se encontrado em
espécies marinhas de Penicillumsp., e Aspergillus sp., além deAlternaria
euphorbiicola e T. harzianum e em plantas de Cornus walteri e Vanilla planifolia, e
€ reconhecida pela sua atividade citotéxica e antibacterial (REINO et al. 2008; KIM
et al. 2011; ZHANG et al. 2012; VAREJAO et al. 2013). Também € a primeira vez
que esse composto é reportado em T. ressei, T. longibrachiatum e T. viride,
mostrando  concentragcbes similares nos extratos dessas espécies
(Figura12,Tabela 2).

Cabe ressaltar a grande variedade de sesquiterpenos apresentados nos
extratos, principalmente o sesquiterpeno alcodlico encontrado em T. harzianum,
que é maioritario nesse extrato (Figura 12).Esses sdo compostos principalmente
de origem vegetal, mas que vem se apresentado em grande quantidade nas
espécies fungicas estudadas (Tabela 2). Esses compostos possuem atividade
antibacteriana, antifungica e antitumoral (LI et al. 2011; ZHENG et al. 2011;

DINGA et al. 2012).

4.3. Determinacgao de atividade alelopatica.

4.3.1. Teste de germinacgao.

Nas concentracdes acima de 62,5mg L™, o extrato T. ressei inibe em maior

proporcdo o crescimento da raiz (acima de 37%) e do caule (acima de 14%)
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depepino (Figura 14, Apéndice 7 e 8). No entanto, as concentragbes mais baixas
apresentam uma indugao da germinacao das sementes (Figura 14, Apéndice 5, 6,
7 e 8).

Relacionando um pouco a atividade com a natureza do extrato, o acido
desidroacético foi encontrado no extrato de T. ressei (Tabela 2), que poderia ter
essa atividade. Dependendo da concentracdo esse composto pode inibir o
crescimento em alface (TAKUO 2004).Nesse estudo foi observado que altas
concentragdes do extrato fungico causam a inibicdo do crescimento de pepino e a
concentracdo de 62,5 mg Lestimula o crescimento dessa planta. O fato da
mudancga na atividade pode ser devido a um efeito antagdnico propiciado pelos
outros compostos presentes nos extratos (Tabela 2). Interagdes aditivas,
sinergéticas e antagbnicas entre compostos tém sido reportadas(RASMUSSEN et

al. 1977; JARAMILLO, 2006).
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Figura 14: Percentagem de crescimento da raiz e caule do pepino respeito ao
tratamento como agua as concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 mg
L' dos extratos de a) T. harzianum, b) T. ressei, c) T. longibrachiatum, d) T.

aureoviride e e) T. viride
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O extrato obtido de T. viride também causou alta inibicdo do crescimento de
pepino quando foi utilizado nas concentracdes de 1000 e 500 mg L. Nessas
concentragdes nao foi observado diferenca significativa (p< 0,05) entre os extratos
de T. virideeT. resseiem relagdo a inibicdo do crescimento de pepino. Como
observado nos extratos de T. ressei(Apéndice 5 e 6). Altasconcentragdes dos
extratos causam inibicdo e ao contrario, baixas concentracbes estimulam o
crescimento de pepino (Figura 14). No entanto, no extrato de T. viride, os
compostos encontrados em sua maioria, estavam menos concentrados que no
extrato de T. ressei(Figura 12),por isso o efeito indutor do crescimento foi
observado na concentragdo de 250 mg L.

Em relagdo ao crescimento da raize também aindugdo do caule de
pepino,ndo foram observadasdiferengas significativa (p< 0,05) (Apéndice 5 e
6)nas concentragdes 62,5 e 31,25 mg L dos extratos de T. ressei e T.
viride(Figura 14).Isso mostra que a indugdo estabiliza a partir de certas
concentragdes, indicando um bom resultado ja que a concentragdes baixas tem
uma inducgao de aproximadamente 40%.

Semelhante ao observado paraT. ressei e T. viride, o extrato de T.
longibrachiatumcausou inibicdo em altas concentragdes e,abaixo de 500 mg L™,
induz o crescimento do caule e a raiz (Figura 14).

Em geral, a maior propor¢éao de indugcdo do desenvolvimento de pepino
(60%) foi observada no extrato de T. longibrachiatum (Figura 14). Nesse
extratoforam encontrados os compostosanidromevalonolactona e 2-Feniletanol

(Tabela 2).
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O extrato deT. harzianumcausou baixa inibicdo ou indugcdo no
desenvolvimento de pepino quando comparado com outros Trichoderma
sp.utilizados (Figura 14).

O extrato de T. aureoviride a partir de 125 mg L™ causou baixa (33%) inibicdo
da raiz e baixo crescimento do caule. No entanto nas concentracbes menores que
62,5 mg L 'foi observado um aumento (57%) no crescimento da raiz (Figura 14).
Nesse extrato o 2-feniletanol € o composto mais representativo (Tabela 2). Esse
composto tem agao protetora de folhas e fruto e em baixas concentragdes provoca
a inducdo de raizes(SHARMA et al. 2011).Assim, esse composto pode estar
diretamente envolvido na inducdo do crescimento de pepino, pois foi encontrado
em todos os extratos testados (Tabela 2).

Em geral, o crescimento da raiz foi mais afetado que o de caule. Isso é
devido ao fato da raiz ser a primeira em entrar em contato com os aleloquimicos
presentes na rizosfera. Esses compostos podem influenciar a absorgéo de agua e
jons e a germinacdo das sementes (KIRKBY et al. 2008; SUAREZ et al. 2011).
Estudos com o pepino mostram que o acido vanilico e o acido ferulico alteram a
absorcédo de fosfato,que ¢é vital para o desenvolvimento inicial da raiz
(GNIAZDOWSKA et al. 2005).

Os extratos foram mais efetivos em causar a inibigdo de sorgo que de
pepino. Essa inibicdo foi observada tanto para desenvolvimentodo caule quantoda
raiz (Figura 15,Apéndice 11 e 12). Por outro lado, foi verificado uma indugdo no
desenvolvimento de sorgo na concentracdo de 31,25 mg L™'de todos os extratos.
Isso reforga a sugestdo de um efeito sinergético e, ou antagonismo entre outros

compostos presentes nos extratos (Tabela 2).
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Figura15:Percentagem de crescimento da raiz e caule do sorgo respeito ao
tratamento como agua as concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 mg
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aureoviride e e) T. viride.
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Todos os extratos inibem em mais de 50% o crescimento da raiz do sorgo a
concentragdes de até 250 mg L™". No caso do caule, a inibigao entre 30 e 50% foi
observada nas concentracdes de até 125 mg L™ (Figura 15). Esses resultados s3o

importantes para o controle do crescimento das gramineas.

4.3.2. Teste de crescimento de plantas (Teste em pote).

Neste teste foi avaliada a capacidade dos extratos fungicos em inibir o
crescimento de plantas apds germinagcao. Assim as solugdes dos extratos foram
usadas em plantas de pepino, sorgo e corda de viola. Essa ultima € uma invasora
muito comum, que infesta principalmente linhas de cercas, terrenos baldios,
lavouras perene como pomares, cafezais e cana-de-agucar(ROSSI et al. 2010).

Este teste permite estudar as interagdes quimicas entre os compostos no
extrato e as multiplas variagdes que sofre a planta ao longo do seu crescimento.

O extrato T. aureoviride induziu fortemente o crescimento da raiz (em mais
de um 100%) em todas as concentracbes avaliadas. Nesse caso n&o foi
observada diferenga significativa (p < 0,05) entre as concentragdes dos extratos
utilizadas (Apéndice 13 e 14). Além de inibir entre 30 e 40% (Figura 16, Apéndice
15 e 16) o crescimento da parte aérea, também nao foram observadas diferencas
significativas (p< 0,05) entre as concentracdes Esse extrato se caracteriza por ter
o 2-feniletanol e anteriormente foi visto como este extrato igualmente aumentava a
germinacdo desementes de pepino (Figura14) podendo indicar que a presenca

deste composto levaria a uma indugéo do crescimento destas plantas.
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Figura 16:Percentagem de crescimento da raiz e a parte aérea (PA) do pepino
respeito ao tratamento como agua as concentragdes de 500, 100 e 50mg L™ dos
extratos de a) T. harzianum, b) T. ressei, c) T. longibrachiatum, d) T. aureoviride,

e) T. viride e o controlef) DUAL®.
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O extrato T. viride apresentou inibicdo, tanto da raiz (aprox. 30% a 50 mg L™")
como da parte aérea (Figura 16e). Essa inibicdo foi similara aquelas obtidas pelo
herbicida usado como controle (Figura 16f). Sendo assim, esse extrato foi muito
efetivo para inibir a parte aérea do pepino. Resultado similar foi obtido para teste
de germinagédo (Figura 14). No extrato de T. viride teveum grande gama de
compostos, mas oanidromevalonolactonafoi aquele mais representativo (Tabela
2). Isso também foi visto no teste de germinagdo em que o extrato inibiu nas
maiores concentragdes testadas (Figura 14).

O T. harzianumfoi outro fungo que apresentou resultados bons de inibicao da
parte aérea e de germinagao, com uma inibigao entre 30 e 50% (Figura 16a), sem
apresentar diferencga significativa (Apéndice 15 e 16). Além disso, parece que a
raiz ndo foi afetada pelo extrato desse fungo.

T. ressei e T. longibrachiatumtiveram resultados similares. Ambos
aumentaram o crescimento das raizes nas menores concentragcoes
utilizadas.Esses extratos também inibiu em 30 % o desenvolvimento da parte
aérea (Figura 16). Devido aos resultados similares entre os extratos, os
compostos como o acido deidroacético, a anidromevalonolactona e o 2-feniletanol
podem estar envolvidos nessas atividades. Esses dois Trichodermaspp. sao bem
reconhecidos pela capacidade de aumentar o crescimento das raizes primarias e
secundarias e no controle biolégico, melhorando a absor¢géo de nutrientes e de
agua (BENITEZ et al. 2004; VINALE et al. 2008a).

Ao contrario do teste de germinagdo, a raiz e a parte aérea de sorgo
forampouca afetadospelos extratos fungicos (Figura 17, Apéndice19 e 20). Parece

que depois da germinacdo, o sorgo tem uma boa capacidade de crescimento e
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fatoresexternos como os quimicos tem pouco feito no desenvolvimento dessa
planta. Os compostos presentes nos extratos parecem inibir apenas as etapas
iniciais da germinagao, tais como absor¢do de agua e nutrientes, além da
biossintese de macromoléculas e divisdo celular (SUAREZ et al. 2011).

Na parte aérea, a acado dos extratos ndo foi muito pronunciada, com
médiasde inibicbes menores aos 20% (Figura 17, Apéndice 20). Na raiz, os
extratos de T.resseina concentracdo de 50 mg L™ parece aumentar o crescimento
em apenas 30% e 100 mg L™'de extrato (Figura 17b).T. aureovirideinibe em 45% o

crescimentoda raiz do sorgo (Figura 16d).
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Figura 17:Percentagem de crescimento da raiz e a parte aérea(PA) do sorgo
respeito ao tratamento como agua as concentragdes de 500, 100 e 50mg L™ dos
extratos de a) T. harzianum, b) T. ressei, c) T. longibrachiatum, d) T. aureoviride,

e) T. viride e o controlef) DUAL®.
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Em geral, os extratos de T. longibrachiatum e T. harzianum parecem ter
favorecido o crescimento de corda de viola (Figura 18, Apéndice 23 e 24).T.
harzianum apresenta um grande aumento do crescimento (maior aos 100%) a
concentragdo de 100 mg L™, diminuindo a 28% a 50 mg L™'(Figura 18a) e parece
que o efeito dos extratos sdo maximos nesta concentragcdo.Esta resposta da
planta poderia dar-se pelos compostos apresentados neste extrato (Tabela 2), que
inclusive a concentracdes altas parece ter interferéncias na sua atividade pelos
outros compostos, razao pela qual a maior concentracdo a atividade € menor. A
parte aérea nao responde de igual forma tendo pouca resposta e sem diferencias
significativas, s6 aumentando o crescimento até um 22% a 500 mg L™ e inibindo
este até um 10% a 50 mg L™ (Figura 18, Apéndice 24).

O T. longibrachiatum mostra uma tendéncia a aumentar o crescimento da
raiz a medida que diminui a concentragdo. Assim, na concentragdo de 50 mg L’
teve uma indugéo maior, tanto para a raiz como para a parte aérea (Figura 18c).
Como ja mencionado parece ter um efeito antagbnico com a mudanga de
concentragdo. E importante ressaltar também a capacidade de inibir em mais de
50% do crescimento da raiz a 500 mg L. Tendo certa capacidade de ajudar na
eliminacéo desta planta daninha.

O extrato T. aureoviride foi o que inibiu em maior proporgdo (70%) do
crescimento da raiz de corda de viola na concentragdo de 50 mg L™, diminuindo
também o crescimento da parte aérea nas concentragdes de 50 mg L™'e 100 mg L
'(Figura 18d). A tendéncia deste extrato é inibir em menores concentracdes que

seria importante na busca de novos herbicidas.
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Figura 18:Percentagem de crescimento da raiz e a parte aérea(PA) dacorda de
viola respeito ao tratamento como agua as concentragdes de 500, 100 e 50mg L™
dos extratos de a) T. harzianum, b) T. ressei, c) T. longibrachiatum, d) T.
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O T. ressei, inibe o desenvolvimento da corda de viola em altas
concentragdes, em 50% a 500 mg L. Esse extrato tem sido o mais ativo, mas em
alta concentragao (Figura 18b). Na parte aérea os resultados variam pouco entre
concentragdes, inibindo entre 20 e 30% do desenvolvimento dessa planta daninha.

O extrato T. viride, teve uma inibicdo ao redor de 50% e sem diferenca
significativa entre as concentragées de 500 e 50 mg L. Sua agdo na parte aérea
s6 foi importante na concentragdo 50 mg L'com 30% de inibigao (Figura 18e).
Pode ser observado que os extratos de Trichodermaspp. afetam tanto a
germinagao como o crescimento das plantas estudadas. Dependendo da planta e
da sua sensibilidade tem valores bastante diversos.

Anteriormente foi mencionada a capacidade deste fungo de atuar como
agente de controle bioldgico e do controle do crescimento das plantas (SUAREZ et
al. 2011; REGLINSKI et al. 2012). Isto permite supor que este tipo de atividade
pode ser devida aos compostos identificados nos extratos testados.

Analisando os resultados dos ensaios dos extratos de T. viride e T.
resseisobre a germinagao, esses inibiram majoritariamente o crescimento das
plantas na etapa de germinagdo. Sendo, as pironas os compostos majoritarios
pode ser essas responsaveis por essa inibicdo observada. Considerando a
inibicdo do crescimento, o extrato T. aureoviride que tem o composto 2-feniletanol,
cujas atividades alopaticas nao estao reportadas, parece ser um potente regulador
do crescimento. Esse fato € importante para investigacédo do uso desse composto

para regular o desenvolvimento de planta de interesse comercial.
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Por fim, nota-se que os extratos de Trichoderma spp. tiveram agao direta no
desenvolvimento das plantas investigadas, considerando nesse caso a planta

daninha, mas necessita de mais investigac¢ao utilizando os compostos purificados.
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5. CONCLUSSOES

Inicialmente falando das condi¢des de cultura ideais para o crescimento do
fungo foram aquelas dos meios de cultura BDA e BDCa meia forgaa 25°C e 100
rom de agitacdo durante 21 diasque permitiram ao fungo a se adaptar a
quantidade de meio e crescer de forma mais eficiente. Além disso, a agitagédo
permitiu um aumento na massa seca € na producédo de metabdlitos secundarios.

Entre os metabdlitos encontrados nos extratos de Trichodermaspp. sdo muito
importantes os sesquiterpenos que parecem ter uma agao direta no metabolismo
secundario deste tipo de fungos estando bem disseminados nos extratos. Outros
compostos de importancia sao o 2-feniletanol, presente em todos os fungos e que
parece ter uma atuagao importante nas atividades biolégicas. Também as pironas
(o acido desidroacético e a anidromevalonolactona) e os derivados das 2,5-
dicetopiperazinas sdo importantes nesses fungos.

Os fungos que apresentaram melhores resultados na atividade alelopatica
foram T. longibrachiatum e T. ressei, que produzem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios. Além disso, junto com T. viride, sdo aqueles que afetam
em maior propor¢ado a germinagido de pepino e sorgo. Estes resultados sao
importantes na hora de usar estes extratos como material agroquimico.

O teste de crescimento de plantas revela resultados muito satisfatérios
mostrando que o extrato de T. aureoviride tem um efeito promotor do crescimento
das raizes do pepino, mas que afeta pouco o desenvolvimento de sorgo e corda

de viola.

43



Também T. viride e T. ressei inibem em maior proporgdo as 0 sorgo e
pepino, incluindo a germinagao, além de afetar o crescimento da planta daninha
estudada. O efeito do primeiro poderia ser atribuido ao 2-feniletanol que € um dos
seus compostos encontrados, igualmente para os outros dois, além das pironas
que sdo os compostos geradores desta mistura ativa, que parece ter acodes
sinergéticas e/ou antagbnicas, mas se precisaria além de mais testes para cada

composto puro.
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APENDICES

APENDICE 1: Biomassa seca (mg) de Trichodermaharzianum(Th), Trichoderma ressei (Tr) e Trichoderma

longibrachiatum (Tl), massa seca dos extratos obtidas para a primeira extragdo e percentagem de rendimento da

extragao.

Cepas Variavel medida BDC® cv® BDC+Indutor' cv Fries® cv Fries+Indutor cv
Massa de extrato® 6,8805 £ 2,4547 b* 3568 4,2049+0,8914b 21,20 3,2321+1,6965b 52,49 5,0624 +1,9179b 37,89
Th Biomassa® 344,8 £ 56,1 ab 16,26 266,9+44,7b 16,76 267,7£148,7b 55,56 280,1+76,0b 27,12
%Rendimento® 2,03+0,74 cd 36,62 1,62 £ 0,49 cde 30,37 1,30 £ 0,57 cde 43,98 1,77 £ 0,27 cde 15,53
Massa de extrato 5,8549 +0,6215b 10,62 2,1513+0,6811b 31,66 2,9963+0,5674b 18,94 2,5302+0,6298b 24,89
Tr Biomassa 446,0 + 110,6 ab 24,81 437,6 £47,1 ab 10,77 342,6 £ 95,8 ab 27,95 315,1+429ab 13,63
%Rendimento 1,36 £ 0,34 cde 24,68 0,51+0,20 e 39,96 0,90 £ 0,16 de 17,27 0,80 £ 0,16 de 19,62

Massa de extrato 25,2243 +4,8109a 19,07 20,6501+2,9839a 1445 18,8348+2,7180a 14,43 6,4050+2,6647b 41,61
Tl Biomassa 534,5+829a 15,52 443,2 + 90,0 ab 20,31 530,3+86,5a 16,32 240,0+57,2b 23,85
%Rendimento 4,70+0,19a 3,99 473+0,64 a 13,43 3,60 £ 0,68 ab 19,00 2,60 £ 0,65 bc 25,21

® E a massa de extrato em mg obtida depois da extragao liquido-liquido dos filtrados das culturas em 500 mL de meio.

® E a biomassa seca do micélio em mg obtida depois da cultura em 500 mL de meio.

. massa de extrato
‘%Rendimento = ————— x 100

biomassa

4BDC: Meio liquido batata-dextrose caldo, ® CV: Coeficiente de variagéo, ‘Indutor: Acido nicotinico a 150 mg L™1, g Fries: Meio liquido de Fries.
* E comparada cada variavel entre fungos e meios, letras semelhantes significam que néo ha diferenca significativa entre eles, segundo teste de Tukey (p
< 0,05).
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APENDICE 2: Espetros de massa dos compostos de maior importancia e suas
principais fragmentacoes.

a) 2-Feniletanol, tr=10,80 min, 96 % de similaridade.
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b) Anidromevalonolactona, tr = 11,67 min, 96 % de similaridade.
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c) Acido desidroacético, tr = 14,82 min, 92% de similaridade
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d) 3-Isobutilhexaidropirrolo[1,2-a]-piperazina-1,4-diona (Cicloleucilprolil), tr = 21,02

min 89% de similaridade.
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APENDICE 3a: Listado dos metabdlitos secundarios identificados nos cromatogramas dos extratos das cepas de

Trichoderma spp.

, c t® % A _ Th® TVv" TI' Ta’ Tre
ompostos . TS * A o/ Af A o A o A o A o

(min) simil. (X10°) %A (X10°) YA (X10°) %A (X10°) %A (X10°) %A

1 2-Feniletanol 10,80 97 1.124 2,17 3,88 2,44 5,40 3,79 1051 3,46 12,74 3,57 8,03

2 Anidromevalonolactona 11,67 96 1.177 3,73 8,25 449 1243 3,60 8,09

3 Diidro-5-(1-hidroxietil)-2(3H)-Furanona 12,53 91 1.231 1,27 2,27

4 N/i® 12,71 81 1.243 2,57 5,68 1,20 3,34 2,75 6,18

5 Acido desidroacético 14,82 92 1.384 2,14 3,81 1,80 3,98 0,24 0,66 4,24 9,53

6 N/i 18,81 87 1.698 1,67 3,69 1,03 2,31

7 N/i 19,18 75 1.738 1,96 4,34

8 N/i 19,23 78 1.743 3,62 6,46

9 N/i 19,44 87 1.766 22,63 40,38 2,20 4,87 2,88 6,48

10 3"S°b“1tiTecj’Faidr°p‘."°'°[1 2-al-piperazina- - 5455 g9 1969 121 216 191 423 056 155 129 2,90

,4-diona (Cicloleucilprolina)

1 N/i 21,11 67 1.981 1,85 6,83

12 N/i 21,61 76 2.051 1,90 5,28

13 N/i 24,01 77 2.336 1,20 2,65

14 Tetracosano (Padrao interno) 24,66 96 2399 20,82 37,14 2126 47,03 21,79 6040 21,34 7851 21,37 48,04

15 N/i 25,21 71 2442 0,31 0,56 0,10 2,24 0,49 1,11

@ N/i: Nao identificado

®tr: tempo de retengdo em minutos.

° % simil.: Porcentagem de similaridade segundo o programa GCMSSolution®.

41A*: indice aritmético calculado

® A (X10°): Area do pico expressada exponencialmente vezes 10°, " %A: Porcentagem de area.

9 Th: Trichoderma harzianum," Tv: Trichoderma viride, T: Trichoderma longibrachiatum, I Ta: Trichoderma aureoviride, * Tr: Trichoderma ressei.

56



APENDICE 3b: Listado das areas padronizadas (A,) dos picos dos metabdlitos secundarios identificados nos

cromatogramas dos extratos das cepas de Trichoderma spp.

# Compostos tr° Ay
P (min) The TV T Ta’ T

1 2-Feniletanol 10,80 0,1042 0,1148 10,1739 0,1621 0,1671
2 Anidromevalonolactona 11,67 0,1754 0,2061 0,1685
3 N/i® 12,53 0,0610
4 N/i 12,71 0,1209 0,0551 0,1287
5 Acido desidroacético 14,82 0,1028 0,0847 0,0110 0,1984
6 N/i 18,81 0,0786 0,0482
7 N/i 19,18 0,0922
8 N/i 19,23 0,1739
9 N/i 19,44 1,0869 0,1035 0,1348
10 3-Isobutilhexaidropirrolo[1,2-a]-piperazina-1,4-diona 2102 0,0581 0,0898 0,0257 0,0604

(Cicloleucilprolina) ’
11 N/i 21,1 0,0867
12 N/i 21,61 0,0872
13 N/i 24,01 0,0564
14 N/i 25,21 0,0149 0,0047 0,0229

@ N/i: Nao identificado
Ptr: tempo de retengdo em minutos.
Area do pico

CANn- A i —
Ap: Area padronizadas, Ap " Area do padrio interno

4 Th: Trichoderma harzianum, © Tv: Trichoderma viride, * TI: Trichoderma longibrachiatum, ° Ta: Trichoderma
aureoviride, "Tr: Trichoderma ressei.
*As areas correspondentes a todos os picos se apresentam no Apéndice 3a.
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APENDICE4: Estruturas dos possiveis compostos nos extratos segundo o

programa GCMSsolution®.

o,
# Composto tr .A’. Estrutura Th Tv Tl Ta Tr
(min) simil.
1 2-Feniletanol 10,80 97 X X X X X
i
2 Anidromevalonolactona 11,67 96 Oii\ X X X
[¢]
\
3 Diidro-5-(1-hidroxietil)-2(3H)-Furanona 12,53 91 P X
OH
4 2,5-Dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona 12,71 81 X X X
5 Acido desidroacético 14,82 92 W X X X X
o o
6  1-Isopropil-4,8-dimetilspiro[4,5]dec-8-en-ol 18,81 87 X X
HO
7 6xido de a-Bisabolol 19,18 75 /©>C°>:)L X
8 2-Metilbutilbenzeno 1923 78 m x
9 a-Bisabolol 1944 87 w x X X
o
3-Isobutilhexaidropirrolo[1,2-a]-piperazina- Nk@(
10 1,4-diona (Ciclo(Leu-Pro)) 21,02 89 Oﬁ( x XX X
o
11 a-Gurjuneno 21,11 67 X
12 Oct-4-ino-3,6-diol 21,61 76 X
13 Cembreno 24,01 77 X
14 Tetracosano (Padrao interno) 2466 96 CH3-(CH2)22-CHs X X X X X
15 3-Benzilhexaidropirrolo[1,2-a]-piperazina- 2521 71 m x x x

1,4-diona (Ciclo(Phe-Pro))

o

x: Significa que o composto esta nesse extrato de fungo
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APENDICES5: Resultados da medigéo do comprimento da raiz das sementes de pepino no teste de germinagéo.

Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride

(mg L'1) Co® Raiz (mm)* cV° Co Raiz (mm) CcV Co Raiz (mm) cv Co Raiz (mm) CV Co Raiz (mm) cv

1000 44,09 £ 2,34 (Im) 5,31 3,11 £0,59 (q) 18,99 51,13 £ 0,32 (ijl) 0,63 15,71 £ 1,39 (op) 8,84 7,54 £0,74 (pq) 9,79

500 44,52 £ 2,89 (Im) 6,49 7,98 1,62 (opq) 20,26 61,18 £ 0,93 (fghi) 1,52 46,55 £ 1,68 (jl) 3,61 13,37 £ 0,08 (op) 0,60

250 56,97 £ 0,60 (ghi) 1,06 16,95 + 3,46 (0) 20,41 60,78 £ 0,90 (efgh) 1,48 54,19 £ 0,16 (hij) 0,30 52,76 + 0,38 (hijl) 0,72

125 59,82 + 0,78 (ghi) 1,30 34,38 £ 4,80 (n) 13,96 36,47 4,21 (mn) 11,54 82,75 + 3,91 (ab) 4,73 61,09+ 1,64 (efgh) 2,68

62,5 64,90 + 2,48 (defg) 3,82 78,54 + 5,34 (bc) 6,80 86,09 + 6,82 (ab) 7,92 71,72 £ 2,35 (cd) 3,28 80,70 £ 6,18 (bc) 7,65

31,25 53,01 £ 0,53 (hijl) 1,00 72,60 £ 2,80 (cd) 3,86 69,38 £ 0,75 (de) 1,08 89,85 £ 4,47 (a) 4,98 68,96 +1,09 (def) 1,58
DMSO 0,5% 55,86 £ 1,03 (ghi) 1,85
H:0 54,65 + 1,25 (hij) 2,28

°Co: Comprimento
PCV: E o coeficiente de variagao

APENDICES6:Resultados da medicdo do comprimento do caule das sementes de pepino no teste de germinaco.

Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride

(mg L") Co Caule (mm) cv Co Caule (mm) cv Co Caule (mm) cv Co Caule (mm) cv Co Caule (mm) cv

1000 51,53 £ 1,02 (cdefg) 1,98 3,23+ 0,52 (0) 16,05 48,29 + 0,59 (fgh) 1,22 31,58 +2,15 (m) 6,81 13,91 £ 3,10 (n) 22,32

500 48,66 + 0,55 (fgh) 1,13 17,23 £ 1,67 (n) 9,68 46,35 £ 0,16 (ghi) 0,35 50,25 + 0,66 (efgh) 1,31 37,96 + 1,64 (jlm) 4,32

250 61,26 + 3,59 (a) 5,86 35,57 £ 2,47 (Im) 6,94 50,48 + 0,24 (efgh) 0,48  51,05+1,23 (defgh) 2,41 62,66 + 3,04 (a) 4,85

125 52,71 + 1,43 (bcdefg) 2,71 39,05 + 1,52 (jjlm) 3,90 43,10 + 0,48 (hijl) 1,11 58,61 + 2,59 (abcd) 4,42  59,04+3,18 (abc) 5,39

62,5 55,19 £ 0,92 (abcdef) 1,66 62,02 £ 0,75 (a) 1,21 55,84 £ 2,36 (abcdef) 4,23 61,73 +2,82 (a) 4,57 61,34 + 2,87 (a) 4,69

31,25 59,68 £ 7,73 (ab) 12,97 57,78 £2,35 (abcde) 4,07 58,17 +2,51 (abcde) 4,31 58,22 + 2,66 (abcde) 4,57 60,84 + 3,52 (a) 5,78
DMSO 0,5% 50,80 + 1,88 (defgh) 3,71
H.0 45,54 + 2,00 (ghij) 4,38
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APENDICE7?: Porcentagem de inibicdo do crescimento da raiz de pepino no teste de germinacéo.
Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mg L'1) %C? Raiz cv %CRaiz cv %CRaiz cVv %CRaiz cv %CRaiz cv
1000 -19,32+£4,28 22,15 -94,31 + 1,08 1,15 -6,44 + 0,59 9,10 -71,25 £ 2,54 3,57 -86,21 + 1,35 1,57
500 -18,53+£529 2853 -85,39+2,96 3,47 10,11 £ 1,70 16,81 -14,82 + 3,07 20,73 -75,53+0,15 0,19
250 4,24 +1,10 25,95 -68,99 + 6,34 9,18 11,22 £+ 1,64 14,64 -0,84 £ 0,29 35,35 -3,45 £ 0,69 20,10
125 9,46 + 1,43 15,10 -37,10 £ 8,78 23,67 -33,26 £ 7,71 23,19 51,41 +7,15 13,91 11,78 £ 2,99 25,41
62,5 18,75+ 4,54 24,20 43,72 + 9,77 22,35 5754+1247 21,68 31,24 £ 4,30 13,78 47,66+ 11,30 23,71
31,25 -3,01 £ 0,97 32,17 32,85+512 15,57 26,95+ 1,38 5,11 64,41 £ 8,19 12,71 26,18 £ 1,99 7,61
%%C: Porcentagem de inibigéo.
APENDICES:Porcentagem de inibicdo do crescimento do caule de pepino no teste de germinacéo.
Concentragdo T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mg L") %CCaule cv %CCaule CVv %CCaule cv %CCaule CVv %CCaule CVv
1000 13,14 £ 2,24 17,03 -92,92 + 1,14 1,22 6,04 £ 1,29 21,48 -30,67 £ 4,72 15,40 -69,45 + 6,82 9,82
500 6,84 £ 1,21 17,64 -62,17 + 3,66 5,89 1,77 £ 0,36 20,48 10,34 + 1,44 13,93 -16,66 + 3,60 21,62
250 34,52 +£7,89 22,86 -21,89 £ 5,42 24,75 10,84 £ 0,53 4,91 12,08 + 2,71 22,43 37,59 + 6,67 17,73
125 15,73 £ 3,14 19,94 -14,25 £ 3,35 23,47 -5,36 £ 1,05 19,67 28,69 + 5,69 19,83 29,64 + 6,98 23,56
62,5 21,18 £ 2,01 9,51 36,19 £ 1,64 4,54 22,60+ 5,19 22,94 35,53 £ 6,20 17,44 34,68 + 6,31 18,20
31,25 30,83 £ 16,97 55,04 26,88 £ 5,15 19,17 27,72 £ 5,50 19,84 27,84 £ 5,84 21,00 33,58+7,73 23,01

60



APENDICE9:Resultados da medicdo do comprimento da raiz das sementes de sorgo no teste de germinagéo.

Concentragéo T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mgL™) Co Raiz (mm) Ccv Co Raiz (mm) CcVv Co Raiz (mm) cv Co Raiz (mm) cv Co Raiz (mm) cVv
1000 10,72 + 1,18 (mn) 10,96 4,01 +0,92 (0) 23,02 5,43 + 1,84 (0) 33,93 3,95+ 0,32 (0) 8,18 4,95 + 0,93 (0) 18,73
500 18,42 + 1,13 (hi) 6,12 5,19+ 0,74 (0) 14,22 11,84 £ 2,51 (Im) 21,25 12,13 £ 3,49 (jl) 28,80 6,64 + 0,69 (0) 10,33
250 13,13 £ 1,12 (jl) 8,51 7,65 + 1,49 (no) 19,48 15,70 + 1,93 (ij) 12,29 20,34 + 1,99 (gh) 9,79 19,96 + 4,05 (gh) 20,27
125 28,66 + 1,16 (ef) 4,03 15,55 + 4,16 (ij) 26,72 23,25 + 2,96 (9) 12,73 18,01 £ 5,09 (hi) 28,26 22,66 + 2,23 (g9) 14,25
62,5 35,12 £ 1,49 (d) 4,25 29,15 + 2,46 (ef) 8,44 27,42 + 2,83 (f) 10,32 32,01 + 1,58 (de) 4,94 34,40 £ 1,49 (d) 4,33
31,25 40,67 + 0,20 (bc) 0,49 52,28 + 1,06 (a) 2,03 43,97 + 0,62 (b) 1,41 39,67 +0,32 (c) 3,68 54,31 +0,70 (a) 1,29
DMSO 0,5% 41,73 £ 0,89 (bc) 2,12
H20 33,73+ 0,37 (cd) 1,08
APENDICE 10:Resultados da medicéo do comprimento do caule das sementes de sorgo no teste de germinaco.
Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mgL™") Co Caule (mm) CcVv Co Caule (mm) CcVv Co Caule (mm) cv Co Caule (mm) Ccv Co Caule (mm) cVv
1000 30,19 +1,95 (hijl) 6,46 13,39 £ 2,68 (I) 19,99 29,88 + 5,97 (hij) 19,97 30,54 + 1,56 (hij) 5,10 32,08 + 3,37 (hij) 10,50
500 31,24 +1,24 (hijl) 3,98 3453 +376(ghi) 10,89  49,15+0,88 (cdef) 1,79 40,68 + 2,66 (fg) 6,54 34,61 + 2,71 (ghi) 7,82
250 25,79 + 1,48 (j) 5,74 28,55 + 2,24 (ij) 7,85 51,80 + 0,57 (cde) 1,10 36,90 + 2,88 (ghi) 7,81 46,54 + 2,16 (ef) 4,64
125 37,60 + 1,84(gh) 4,89 31,52 + 3,16 (hij) 10,02 37,53 £ 2,11 (gh) 5,62 30,88 + 6,27 (hij) 20,32 35,53 + 1,00 (ghi) 2,83
62,5 41,13 £ 1,12 (fg) 2,73 49,07 + 0,76 (def) 1,55 57,64 + 0,27 (bc) 0,47 51,66 + 0,34 (cde) 0,66 46,16 + 1,19 (ef) 2,58
31,25 76,15+ 0,29 (a) 0,38 78,03 + 3,39 (a) 4,34 66,11 +£2,13 (b) 3,22 78,34 £ 0,91(a) 1,17 83,09 +4,73 (a) 5,69
DMSO 0,5% 56,10 + 0,79 (cd) 1,42
H20 47,75 + 3,17 (def) 6,64
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APENDICE 11: Porcentagem de inibigcéo do crescimento da raiz de sorgo no teste de germinaco.

Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mg L™ %CRaiz cv %CRaiz Ccv %CRaiz CcVv %CRaiz cv %CRaiz cv
1000 -74,30 £ 2,82 3,79 -90,39 + 2,21 2,45 -87,00 + 4,41 5,07 -90,52 £ 0,78 0,86 -88,13 £ 2,22 2,52
500 -55,87+2,70 4,83 -87,56 + 1,77 2,02 -71,63 £ 6,03 8,41 -70,94 + 8,37 11,80 -84,09 + 1,64 1,95
250 -68,54 + 2,68 3,91 -81,68 + 3,57 4,37 -62,39 + 4,62 7,41 -51,26 + 4,77 9,31 -52,18 £ 9,69 18,57
125 -31,31 £ 2,77 8,85 -62,73+9,96 15,88 -44,29 + 7,08 16,00 -56,84+12,22 21,49 -45,69+ 7,73 16,93
62,5 -15,85+3,58 2256 -30,15+5,89 19,55 -34,29 + 6,79 19,81 -23,30 + 3,78 16,24 -17,56+ 3,57 20,34
31,25 -2,55 10,48 18,81 25,27 + 2,55 10,07 5,36 £ 1,50 27,91 -4,94 £ 0,78 15,77 30,14+ 1,67 5,55
APENDICE 12:Porcentagem de inibigado do crescimento do caule de sorgo no teste de germinagao.
Concentragio T. harzianum T. ressei T. aureoviride T. longibrachiatum T. viride
(mg L") %CCaule cv %CCaule cv %CCaule cv %CCaule cv %CCaule cv
1000 -46,13+3,48 7,55 -76,11+ 4,78 6,28 -46,69 + 10,65 22,80 -45,51 + 2,78 6,11 -42,77 + 6,01 14,05
500 -44.27 +2,22 5,01 -38,40 + 6,71 17,47 -12,31 £ 1,57 12,75  -27,23+4,76 17,47 -38,25 + 4,83 12,63
250 -54,00+ 2,64 4,89 -49,06 £ 4,00 8,15 -7,58 + 1,01 13,31 -34,17 £ 5,14 15,05 -17,05 + 3,84 22,54
125 -32,92+3,28 9,97 -43,76 + 5,63 12,88 -33,05 + 3,77 11,40 -4491+11,20 24,93 -36,61+ 1,79 4,89
62,5 -26,61+2,00 7,52 -12,45+ 1,35 10,87 2,84 +0,48 17,01 -7,59 £ 0,61 8,02 -17,72 £ 2,12 11,94
31,25 3587+0,52 1,44 39,21 £ 6,04 15,41 17,95 + 3,79 21,14 39,76 £ 1,63 4,11 48,09 + 8,43 17,53
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APENDICE 13: Resultados das massas secas das raizes depepino no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L

Mseca: raiZ (g) Ccv Mseca iz (Q) CVv Mseca MAIZ (Q) CVv

T. harzianum 0,2217 + 0,0025 (cd) 1,13 0,2126 + 0,0048 (cd) 2,27 0,2590 + 0,0019 (bcd) 0,72

T. aureoviride 0,5208 + 0,0273 (a) 5,23 0,4597 + 0,0492 (a) 10,71 0,5512 + 0,0816 (a) 14,80

T. ressei 0,2416 £ 0,0009(bcd) 0,36 0,3389 £ 0,0278 (b) 8,20 0,2956 + 0,0132 (bc) 4,47

T. longibrachiatum 0,2236 £ 0,0016 (cd) 0,73 0,2804 + 0,0105 (bcd) 3,76 0,3416 £ 0,0186 (b) 5,45

T. viride 0,2107 + 0,0047 (cd) 2,22 0,2441 + 0,0013 (bcd) 0,55 0,1704 % 0,0136 (d) 8,00

Dual® 0,0000 + 0,0000 (e) 0,00 0,0067 % 0,0060 (e) 90,28 0,0145 + 0,0014 (e) 9,44
H,O 0,2328 1 0,0810 (bcd) 34,79
DMSO 0,5% 0,4657 £ 0,0905 (a) 19,44

® Meeca: Massa seca

APENDICE 14: Resultados das massas secas da parte aérea de pepino no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™
MsecaPA’ (9) Cv Mseca PA (9) Ccv Mseca PA (9) Ccv
T. harzianum 0,2280 + 0,0527 (bcde) 23,09  0,3031 % 0,0186 (ab) 6,15 0,2832 + 0,0353 (abc) 12,45
T. aureoviride 0,2676 + 0,0257 (abcd) 9,61 0,3193 + 0,0051 (ab) 1,59 0,2976 + 0,0206 (ab) 6,93
T. ressei 0,3080 + 0,0277 (ab) 9,00 0,3361 + 0,0130 (ab) 3,86 0,3260 + 0,0238 (ab) 7,31
T. longibrachiatum 0,3447 + 0,0181 (ab) 5,26 0,3993 + 0,0065 (ab) 1,62 0,3522 + 0,0133 (ab) 3,77
T. viride 0,1041 £ 0,0507 (cdef) 48,68 0,0667 + 0,0229 (ef) 34,41 0,0984 + 0,0487 (def) 49,48
Dual® 0,0000 # 0,0000 (f) 0,00 0,0130 + 0,0113 (f) 86,67 0,0353 + 0,0180 (f) 51,14
H,O 0,4468 + 0,2226 (a) 49,83
DMSO 0,5% 0,2422 + 0,0642 (bcde) 26,51

2 PA: Parte aérea
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APENDICE 15: Porcentagens de inibicdo do crescimento das raizes de pepino no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

%Raiz cV %Raiz cV %Raiz cV

T. harzianum -4,78 + 1,08 62,62 -8,70+2,07 23,82 11,24 +0,80 7,08
T. aureoviride 12369+ 11,71 946  97,44+2114 21,70 136,74+3503 25,62
T. ressei 3,75+ 0,37 9,87 4555+11,93 26,19  2697+568 21,06
T. longibrachiatum -3,95+0,70 17,71 20,42 £ 4,53 22,17 46,71 + 8,00 17,12
T. viride -9,51 + 2,01 2113  484+058 11,94 -2683+585 21,82
Dual® -100,00+0,00 0,00 -97,14+258 266  -9379+059 0,63

APENDICE 16: Porcentagens de inibicdo do crescimento da parte aérea (CPA) de pepinono teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

%CPA Ccv %CPA cv %CPA cv
T. harzianum -48,97 £ 11,78 24,06 -32,17 £4,17 12,97 -36,61 £ 7,89 21,55
T. aureoviride -40,11 £ 5,75 14,35 -28,53 £ 1,13 3,97 -33,40 £ 4,61 13,81
T. ressei -31,08 £ 6,21 19,97 -24,78 £ 2,90 11,71 -27,04 £ 5,33 19,71
T. longibrachiatum -22,85 1+ 4,06 17,77 -10,63 £ 1,45 13,63 -21,18 £ 2,97 14,04
T. viride -76,70 + 11,34 14,79 -85,07 £ 5,14 6,04 -77,97 £ 10,90 13,98
Dual® -100,00 £ 0,00 0,00 -97,08 £ 2,53 2,60 -92,11 £ 4,04 4,38
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APENDICE 17: Resultados das massas secas das raizes de sorgo no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

Mseca MAIZ (Q) Ccv Mseca aiZ (Q) CcVv Mseca MAIZ (Q) Ccv

T. harzianum 0,1637 + 0,0166 (defg) 10,11 0,1565 + 0,0089 (efg) 5,66 0,1635 + 0,0086(defg) 5,23

T. aureoviride 0,1711 + 0,0064 (cdef) 3,74 0,1143 + 0,0286(g) 25,00 0,1710 + 0,0067(cdef) 3,91

T. ressei 0,1527 £ 0,0095 (fg) 6,19 0,1818 + 0,0063 (cdef) 3,48 0,2750 + 0,0040 (a) 1,46

T. longibrachiatum 0,2067 + 0,0014 (cde) 0,70 0,1932 + 0,0009 (cdef) 0,44 0,2221 £ 0,0020 (bc) 0,88

T. viride 0,1920 £ 0,0029 (cdef) 1,50 0,2040 £ 0,0022 (cdef) 1,10 0,1982 + 0,0016 (cdef) 0,80

Dual® 0,0210 + 0,0364(h) 173,21 0,0245 + 0,0248(h) 101,25 0,0182 + 0,0185(h) 101,46

H,O 0,2112 £ 0,0172(cd) 8,14
DMSO 0,5% 0,2705 £ 0,0410(ab) 15,14

APENDICE 18:Resultados das massas secas da parte aérea de sorgo no teste em pote.

500 mg L 100 mg L™ 50 mg L
Mseca PA (9) cv Mseca PA (9) Ccv Mseca PA (9) Ccv
T. harzianum 0,1237 + 0,0056 (cde) 4,50 0,1548 + 0,0005 (ab) 0,32  0,1311+0,0060(abcde) 4,55
T. aureoviride 0,1196 + 0,0097(de) 8,13 0,1260 + 0,0113(bcde) 8,95  0,1403 + 0,0014(abcde) 0,97
T. ressei 0,1183 + 0,0067 (de) 5,69 0,1478 + 0,0027(abcd) 1,84  0,1303 + 0,0005 (abcde) 0,36
T. longibrachiatum 0,1439 £ 0,0024(abcde) 1,67 0,1234 + 0,0041(cde) 3,32 0,1142 + 0,0093 (e) 8,11
T. viride 0,1345 + 0,0050(abcde) 3,69 0,1435 + 0,0014(abcde) 1,00 0,1537 + 0,0013 (abc) 0,83
Dual® 0,0104 + 0,0180(f) 173,21 0,0282 + 0,0281(f) 99,68 0,0360 + 0,0151(f) 42,08
H,O 0,1592 + 0,0099(a) 6,21
DMSO 0,5% 0,1398 + 0,0067(abcde) 4,76
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APENDICE 19: Porcentagens de inibicdo do crescimento das raizes de sorgo no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

%CRaiz cV %CRaiz cV %CRaiz cV

T. harzianum 2247+784 3487  -25092+419 16,17  -2260+4,05 17,91
T. aureoviride 18,97 +3,03 1598 -4588+1353 2949  -19,03+3,16 16,63

T. ressei -27,71£4,48 16,16 -13,94 £ 3,00 21,51 30,19+ 1,90 6,29
T. longibrachiatum -2,13+ 0,68 32,05 -8,54 + 0,40 4,72 5,15+ 0,93 18,04
T. viride -9,08 + 1,36 15,00 -4,02+ 1,05 26,20 -6,17 + 0,76 12,24
Dual® 90,06 £17,22 19,12  -88,40+11,75 13,29  -91,37 +8,76 9,59

APENDICE 20: Porcentagens de inibicdo do crescimento da parte aérea de sorgo no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

%CPA Cv %CPA Cv %CPA Cv
T. harzianum -22,28 + 3,50 15,69 -2,78 £ 0,31 11,13 -17,63 £ 3,75 21,27

T. aureoviride -24,85 + 6,11 24,57 -20,88 £ 7,08 33,92 -11,89 £ 0,85 7,17

T. ressei -25,69 £ 4,23 16,47 -7,16 £ 1,71 23,85 -18,13 £ 0,30 1,64
T. longibrachiatum -9,63 £ 1,51 15,63 -22,51 1+ 2,58 11,45 -28,25 £ 5,82 20,61
T. viride -15,54 + 3,11 20,04 -9,84 + 0,90 9,17 -3,43 £ 0,80 23,31
Dual® -93,49 + 11,28 12,06 -82,27 + 17,68 21,49 -77,39 £ 9,52 12,30
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APENDICE 21: Resultados das massas secas das raizes de corda de viola no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™
Mseca MaIZ (Q) CcVv Mseca MaIZ (g) CVv Mseca MaIZ (Q) CcVv
T. harzianum 0,0646 + 0,0011 (cde) 1,63 0,1310 £ 0,0062 (ab) 4,74 0,0782 £ 0,0046 (c) 5,91
T. aureoviride 0,0364 + 0,0031 (fg) 8,38 0,1168 £ 0,0110 (b) 9,39 0,0090 + 0,0022 (hi) 24,39
T. ressei 0,0292 + 0,0030 (gh) 10,29 0,0386 + 0,0031 (efg) 8,05 0,0800 + 0,0040 (c) 5,00
T. longibrachiatum 0,0211 £ 0,0051 (ghi) 24,40 0,0710 £ 0,0012 (cd) 1,67 0,1468 + 0,0187 (a) 12,74
T. viride 0,0297 + 0,0044 (gh) 14,75 0,0727 + 0,0023 (cd) 3,14 0,0277 + 0,0033 (gh) 11,84
Dual® 0,0000 £ 0,0000(i) 0,00 0,0000 £ 0,0000(i) 0,00 0,0000 + 0,0000 (i) 0,00
H,0 0,0608 + 0,0282 (cdef) 46,32
DMSO 0,5% 0,0670 + 0,0147 (defg) 21,94
APENDICE 22: Resultados das massas secas da parte aérea de corda de viola no teste em pote.
500 mg L 100 mg L™ 50 mg L™
Mseca PA () Ccv Mseca PA () Ccv Mseca PA () Ccv
T. harzianum 0,0748 £ 0,0020 (b) 2,71 0,0671 + 0,0015 (bc) 2,24 0,0550 £ 0,0008 (bcd) 1,48
T. aureoviride 0,0559 + 0,0006 (bcd) 1,08 0,0093 £ 0,0037 (fg) 39,95 0,0289 + 0,0088 (ef) 30,43
T. ressei 0,0470 £ 0,0034 (cde) 7,20 0,0416 £ 0,0049 (de) 11,71 0,0497 + 0,0025 (cde) 5,08
T. longibrachiatum 0,0523 + 0,0014 (cd) 2,64 0,0516 + 0,0017 (cd) 3,22 0,0996 + 0,0041(a) 4,16
T. viride 0,0507 + 0,0032 (cd) 6,36 0,0631 + 0,0002 (bc) 0,27 0,0414 £ 0,0023 (de) 5,59
Dual® 0,0000 + 0,0000 (g) 0,00 0,0000 + 0,0000 (g) 0,00 0,0000 + 0,0000 (g) 0,00
H,0 0,0611 % 0,0277 (bed) 45,26
DMSO 0,5% 0,0569 + 0,0024 (bcd) 4,22
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APENDICE23: Porcentagens de inibicdo do crescimento dasraizesde corda de viola no teste em pote.

500 mg L™ 100 mg L™ 50 mg L™

%CRaiz cVv %CRaiz Y %CRaiz Y
T. harzianum 6,14+ 1,73 28,14 115,40 £ 10,20 8,84 28,60 = 7,60 26,57

T. aureoviride -40,11 £ 5,02 12,51 92,00 + 18,04 19,60 -85,15 + 3,62 4,25
T. ressei -51,95 + 4,95 9,52 -36,49+511 1400  31,51+6,58 20,89
T. longibrachiatum -65,37 +8,45 12,92 16,77+1,95 11,61 141,32+30,76 21,76
T. viride -51,12+ 7,21 14,10 19,56 + 3,76 19,21 -54,47 £ 5,39 9,90
Dual® -100,00+0,00 0,00  -100,00+0,00 0,00  -100,00 +0,00 0,00

APENDICE 24: Porcentagens de inibicdo do crescimento da parte aérea de corda de viola no teste em pote.

500 mg L~ 100 mg L 50 mg L~

%CPA Y %CPA cV %CPA Y
T. harzianum 22,36 £ 3,32 14,85 9,81+ 2,46 25,07 -10,09 £ 1,33 13,21
T. aureoviride -8,62 £ 0,99 11,45 -84,73 £ 6,10 7,20 -52,78 £ 14,37 27,23
T. ressei 23,06 +554 2401  -31,90+7,98 25,00 18,70 +4,13 22,07
T. longibrachiatum -14,50 £ 2,26 15,56 -15,65+ 2,72 17,38 62,87 £ 6,77 10,77
T. viride -17,07 £ 5,27 30,89 3,22 £ 0,28 8,81 -32,22 £ 3,79 11,76
Dual® 100,00 £0,00 0,00  -100,00 + 0,00 0,00 100,00 £ 0,00 0,00
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