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RESUMO

Trichoderma asperellum NO MANEJO DE DOENCAS E NA PROMOCAO DE
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE NOGUEIRA-PECA

AUTORA: JESSICA EMILIA RABUSKE
ORIENTADORA: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

A nogueira-pecd [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch], é uma espécie nativa da América
do Norte e foi introduzida no Brasil por volta de 1900 e atualmente, esta difundida pela regido
sul do pais, principalmente no Rio Grande do Sul. Entre as doencas que afetam a cultura, estdo
a podriddo de raizes e o cancro do tronco, sendo que ndo existem registros de formas de controle
para as mesmas. O controle de fitopatdgenos por meio do controle bioldégico vem se tornando
uma forma mais sustentavel ambientalmente e economicamente de manejo de doencas em
plantas. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifingica de
isolados de Trichoderma asperellum, bem como de seus filtrados de cultura, no controle de
patogenos causadores de podriddo de raizes e de cancro do tronco. A acdo antagonica de T.
asperellum sobre os patdgenos foi avaliada por pareamento de culturas, metabolitos volateis e
metabdlitos ndo-volateis. A enzima quitinase foi quantificada e os compostos produzidos pelo
antagonista em meio liquido foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Foram identificados e quantificados os compostos produzidos por
Fusarium graminearum e pelos diferentes isolados de T. asperellum. Apds os experimentos in
vitro, os tratamentos que apresentaram os melhores resultados, foram elegidos para os testes in
vivo em casa de vegetacdo. Foram desenvolvidos dois experimentos, tanto para avaliacdo do
controle do cancro do tronco como para a podriddo de raizes. Para o cancro do tronco, 0
primeiro experimento foi realizado aspergindo-se, a parte aérea das plantas com suspenséo de
esporos de dois isolados de T. asperellum e com os filtrados de cultura destes e no segundo, o
substrato foi umedecido com os mesmos tratamentos. Transcorridos 14 dias, foi realizada a
inoculacdo do patdgeno Lasiodiplodia theobromae por meio de ferimento no tronco. No
controle da podriddo de raizes, para o primeiro experimento, inicialmente, 14 dias antes da
instalacdo, o substrato de cultivo foi umedecido, com uma suspensdo de esporos de dois
isolados de T. asperellum e com os filtrados de cultura, e no segundo, as sementes de nogueira-
peca foram microbiolizadas com a suspensdo de esporos e com os filtrados de cultura, e no
momento da instalacdo do experimento, para ambos, foram incorporados grdos de milho
previamente colonizados por Fusarium equiseti. Para todos os experimentos foram avaliados o
comprimento e o didmetro da parte aérea, massa fresca da parte aérea e da raiz, massa seca da
parte aérea e da raiz, incidéncia e severidade da doenca. Para 0s experimentos com F. equiseti,
também foi avaliada a emergéncia. Os isolados de T. asperellum produziram quitinase e
compostos com potencial de biocontrole, que agindo sinergicamente, diminuiram o crescimento
micelial dos fungos fitopatogénicos in vitro. Em todos os experimentos in vivo, no geral, quando
se utilizou a suspensdo de esporos de T. asperellum e os filtrados de cultura, obteve-se
incremento nos parametros de crescimento em relacdo ao tratamento inoculado com o patdégeno
sem 0 uso dos mesmos. Os tratamentos com as suspensdes de esporos ou com os filtrados de
cultura diminuiram a incidéncia e a severidade do cancro do tronco e da podriddo de raizes em
mudas de nogueira-peca, sendo que o melhor tratamento variou com a forma de aplicacao.

Palavras-chave: Podridao de raizes. Cancro do tronco. Compostos organicos volateis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A nogueira-pecd (Carya illinoinensis) (Wangenh.) K. Koch possui porte arbdreo com
até 40 m de altura, os individuos da espécie sdo perenes, caducifdlios e mondicos. Segundo
Sparks (1992) a planta possui fase vegetativa, reprodutiva e senescéncia, com periodo de
dorméncia vegetativa, em que praticamente ndo ha crescimento. As plantas da espécie sdo
nativas da América do Norte, desde os Estados Unidos até o Sul do México, crescendo
naturalmente na beira de rios. No Brasil, a espécie foi introduzida em 1900 e atualmente é
cultivada comercialmente desde a regido Sul até o Estado de Minas Gerais, sendo o Rio Grande
do Sul o estado com a maior producéo do Pais (VAZQUEZ, 2016; IBGE, 2018).

A madeira da espécie apresenta boas propriedades, contudo no Brasil, o cultivo da
nogueira-peca visa a producao de nozes, que sdo consumidas devido aos atributos nutricionais
das mesmas, principalmente as caracteristicas relacionadas a reducdo da concentracdo de
colesterol, acdo antioxidante, prevencdo de doengas cardiacas, acdo antibacteriana, anticancer,
anti-inflamatoria, antioxidante e antiviral (ATANASOV et al., 2018; GONG et al., 2017;
FLORES-MARTINEZET al., 2016; JIA et al., 2018; SMERIGLIO et al., 2017).

Em cultivos homogéneos de nogueira-pecd é comum observar sintomas relacionados a
acdo de fitopatogenos fungicos, dentre as doengas destacam-se a “sarna”, causada por espéecies
do complexo Cladosporium cladosporioides (WALKER et al., 2016), a mancha foliar, causada
por Pestalotiopsis spp. (LAZAROTTO et al., 2014a), a podridao de raizes (LAZAROTTO et
al., 2014b), causada por Fusarium spp., e o cancro do tronco causado por Lasiodiplodia
theobromae, Neofusicoccum parvum e Pseudofusicoccum kimberleyense (ROLIM et al., 2020).
A podrid&o de raizes e o cancro do tronco, causam sintomas muito graves que podem levar as
plantas atacadas a morte (ROLIM et al., 2020; LAZAROTTO et al., 2014b).

Entre os patdgenos que causam a podriddo de raizes estdo Fusarium equiseti, Fusarium
oxysporum e Fusarium graminearum, e em plantulas foram observados sintomas de
estrangulamento do colo causados por esses fungos. Além disso atacam as raizes sendo comum
a presenca de sintomas reflexos caracterizados pela murcha e necrose foliar. Devido a alta
agressividade, esses patdgenos podem ocasionar perdas de mudas em viveiros comerciais, e no
campo as mudas atacadas apresentam crescimento inicial reduzido (LAZAROTTO et al.,
2014b).

Inicialmente, Lasiodiplodia subglobosa foi descrito como patégeno causador do cancro
do tronco em nogueira-pecd (POLETTO et al., 2016), posteriormente Rolim et al. (2020),

identificaram outras espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae associadas ao sintoma
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em nogueira-pecd, sendo elas Neofusicoccum parvum e Pseudofusicoccum kimberleyense. Os
sintomas observados sdo o intumescimento da casca e a formagdo de cancros que sao
caracterizados pelo desenvolvimento de protuberancias formadas pela casca em volta do tronco,
além disso podem ocorrer fendilnamentos longitudinais no tronco, e em casos mais graves, as
plantas atacadas podem morrer devido a doenga (ROLIM et al., 2020).

Por serem muito agressivos, 0 controle desses fitopatdgenos se torna uma préatica
imprescindivel para a producdo de mudas de qualidade, para o bom estabelecimento das plantas
no campo e para a manter a produtividade do pomar. Contudo, para espécies de porte arbdreo,
0 manejo de doencas nem sempre é uma prética facil de ser realizada, e acrescenta-se a isso
que, até o momento, ndo ha registro de fungicidas quimicos para uso na cultura da Nogueira-
pecd. Também, o uso de produtos quimicos sem o acompanhamento técnico pode causar uma
série de problemas como contaminagdo ambiental, o desequilibrio da biota natural do solo,
gerando linhagens resistentes dos microrganismos patogénicos, diminuicdo da populacdo de
microrganismos responsaveis pela ciclagem de nutrientes e antagonistas (BOUBAKRI et al.,
2015).

O controle biolégico surge como uma forma sustentavel e viavel de controle de algumas
doencas, e entre 0s microrganismos benéficos estudados estdo diversas espécies de
Trichoderma, que tém sido usados como agentes ativos em formulacGes de biocontrole e
biofertilizantes (YASSIN et al., 2021; ESLAHI et al., 2021; JI et al., 2021). Esses fungos agem
diretamente para enfrentar os patdgenos, seja diretamente por mecanismos C€oOmMo
micoparasitismo, competicdo e antibiose (VINALE et al., 2008), ou indiretamente, por inducéo
de mecanismos de defesa, como pelas vias de resisténcia sistémica adquirida (SAR) e
resisténcia sistémica induzida (ISR) (MAYO et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Existem varias formas de utilizacdo dos fungos do género Trichoderma no controle
biologico, dentre elas estdo os produtos comerciais disponiveis no mercado e obtencdo dos
microrganismos presentes na rizosfera das plantas de nogueira-peca. Posteriormente deve-se
comprovar a eficiéncia dos biocontroladores em patdgenos de espécies florestais em
experimentos in vitro, que necessitam de menos tempo e espaco, selecionando os melhores
tratamentos para comprovar o resultado in vivo.

Trichoderma spp. age de diversas formas sobre os fitopatdgenos, uma delas é através da
producdo de substancias com potencial fungicida ou inducéo de resisténcia pelas substancias
produzidas por fungos do género Trichoderma atuando diretamente no crescimento das plantas
e tornando-a menos sucetivel ao ataque de fitopatdgenos. Segundo Machado (2012) o controle

bioldgico enfrenta alguns entraves para a utilizacdo, entre eles destaca-se 0 processo de registro
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que segue 0s mesmos procedimentos de um produto quimico, e como os produtos a base de
microrganismos apresentam menor periodo de armazenamento, com condi¢des especificas de
armazenamento, dificuldades da estabilidade da formulacdo, possivel incompatibilidade entre
ingredientes gerando dificuldades na aplicagdo in vivo.

Assim algumas metodologias ligadas a bioprocessos tem potencial de deixar a
formulagdo mais eficiente, sem necessariamente manter o microrganismo vivo, otimizando as
potencialidades dos bioprodutos gerados, tanto no controle de fitopatdgenos quanto na
promogcé&o de crescimento das plantas. Esses bioprodutos podem ser produzidos a baixo custo e
em grandes quantidades, tendo maior facilidade de aplicacéo in vivo (VINALE et al., 2008).

Uma metodologia muito utilizada para obtencdo de bioprodutos é a fermentacdo
submersa. Nesse caso, 0 microrganismo é cultivado em meio liquido com controle total de todos
0s parametros envolvidos no processo, neste ocorre a formacao de estruturas de crescimento e
reproducéo, alem de liberacdo pelos microrganismos de substancias e enzimas no meio, que
podem ser empregadas para os mais diversos fins, entre eles a inducdo de resisténcia, controle
de fitopatogenos e na promocao de crescimento de plantas (REZENDE et al., 2020).

Dessa forma, na presente pesquisa foram realizados cinco estudos, organizados em
capitulos, conforme descricéo a seguir. No capitulo I, objetivou-se obter e identificar isolados
de Trichoderma spp. associados a rizosfera de Carya illioniensis, bem como averiguar a acéo
de isolados de Trichoderma spp. no controle in vitro de fungos causadores de cancro do tronco,
e identificar os compostos com potencial fungicida produzidos por Trichoderma spp. em meio
de cultivo liquido. No capitulo 11, objetivou-se avaliar a acdo dos isolados de Trichoderma
asperellum no controle in vitro de Fusarium spp., por meio do pareamento de culturas, por
metabolitos volateis e metabdlitos ndo volateis. No capitulo 111, buscou-se avaliar a acao
antagbnica dos metabdlitos volateis liberados por trés isolados de T. asperellum contra
Fusarium graminearum e identificar os compostos organicos volateis que fazem parte dos
metabolitos de Trichoderma asperellum e Fusarium graminearum cultivados isoladamente ou
em confronto. No capitulo 1V, buscou-se aferir a acdo de dois isolados de T. asperellum e dos
seus filtrados de cultura no controle de Lasiodiplodia theobromae in vivo e tambémavaliar o
efeito dos isolados de T. asperellum e dos seus filtrados de cultura na promocao do crescimento
de mudas de nogueira-pecd. Finalmente, no capitulo V, objetivou-se avaliar a acdo de dois
isolados de Trichoderma asperellum e dos filtrados de cultura obtidos destes no controle de F.
equiseti in vivo avaliar os isolados de T. asperellum e dos filtrados de cultura obtidos destes na

promocao de emergéncia e crescimento de mudas de nogueira-peca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carya illinoinensis

A nogueira-pecd (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) é uma espécie da familia
Juglandaceae, nativa da América do Norte, onde cresce as margens de rios, desde os Estados
Unidos, até o Sul do México (VAZQUEZ, 2016). No Brasil, a nogueira-peca foi introduzida
em 1900, por norte-americanos, no estado de S&o Paulo a 130 Km da cidade de Santa Barbara.
A localidade recebeu o0 nome de Vila Americana e posteriormente, foi chamada de Americana
(WELLS, 2017). No Pais, o maior produtor € o Rio Grande do Sul, responsavel por 41,48% da
producéo (IBGE, 2018).

A nogueira-pecd possui porte arboreo, atingindo até 40 m de altura e tem como
caracteristicas ser perene (sobrevive por mais de dois anos), caducifélia (perde suas folhas no
periodo vegetativo) e mondica (apresenta flores estaminadas e pistiladas no mesmo individuo).
A planta possui fase vegetativa, reprodutiva e senescéncia, com o periodo de dorméncia
vegetativa, em que praticamente ndo ha crescimento (SPARKS, 1992). Para superar o periodo
de dorméncia, as plantas da espécie precisam de nimero minimo de horas de frio, para degradar
0 &cido abscisico formado pela planta, que fica acumulado nos tecidos da mesma (WELLS,
2017).

O sistema radicular da nogueira-pecé é caracterizado por ser vigoroso, tendo uma raiz
principal que cresce de forma descendente no solo, atingindo até 10 m de profundidade, e raizes
laterais que se desenvolvem até dois metros. Além disso, a nogueira-pecd apresenta raizes
fibrosas que crescem em todas as diregdes, que sdo substituidas conforme o sistema radicular
vai se desenvolvendo. Quanto ao caule, a muda tem o tronco com colora¢do marrom, com o
crescimento ele adquire coloracdo acinzentada com textura lisa e bifurcacfes, ja na planta
adulta, o tronco possui a cor marrom com textura aspera, com desprendimento da casca em
escamas ou placas (FRONZA; HAMANN, 2016).

A producédo de nozes inicia-se entre seis e 10 anos de idade das plantas. A madeira da
espécie é considerada de boa qualidade, com 720 kg.m? de peso especifico, utilizada
principalmente em pisos e méveis (GATTO et al., 2008). As cultivares mais plantadas no Brasil
sdo: Barton, Shawnee, Cape Fear, Caddo, Choctaw e Money Maker (FRONZA; HAMANN,
2016), além das variedades citadas anteriormente, alguns produtores optam pela producéo
através de mudas oriundas de pés-francos, as quais ndo sdo enxertadas, contudo exigem periodo
mais longo para entrar em producéo (LAZAROTTO, 2013).
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Apesar das boas propriedades da madeira, no Brasil, o cultivo da nogueira-pecé visa
quase que exclusivamente a producdo de nozes, que séo consumidas devido aos atributos
nutricionais das mesmas. Santos et al. (2019) analisando nozes de C. illinoinensis descreveram
que em grande parte elas sdo formadas por compostos fendlicos e lipofilicos, principalmente
acidos oleico e linoleico. Segundo os autores citados anteriormente, essas substancias
apresentaram efeitos positivos na manutencéo do peso corporal, na atividade hipoglicemiante e
no tratamento da diabete.

Outros autores reforcam a qualidade nutricional da noz-pecd, descrita como fonte de
compostos bioativos, sendo que na sua fracdo lipidica foram encontrados acidos graxos mono
e poli-insaturados, tocofer6is e fitoesterdis, que diminuem a concentracdo de colesterol
plasmético e atuam como antioxidantes na prevencdo de doencas cardiacas (ATANASQOV et
al., 2018; GONG et al., 2017). Na fracdo ndo lipidica foram descritos compostos fendlicos com
varias propriedades biologicas e farmacologicas, destacando-se a acdo antibacteriana,
anticancer, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral, imunomoduladora e cardioprotetora
(FLORES-MARTINEZET al., 2016; JIA et al., 2018; SMERIGLIO et al., 2017).

Como toda planta cultivada a nogueira-peca é atacada por muitos patogenos fangicos
que causam muitas doencas diferentes, dentre elas pode-se destacar a “sarna”, causada por
espécies do complexo Cladosporium cladosporioides (WALKER et al., 2016), a mancha foliar,
causada por Pestalotiopsis spp. (LAZAROTTO et al, 2014a), a podriddo de raizes
(LAZAROTTO et al., 2014b), a murcha (ROLIM, 2019; ROLIM et al., 2020) ambas causadas
por Fusarium spp., e o cancro do tronco causado por Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum
parvum e Pseudofusicoccum kimberleyense (ROLIM et al., 2020). Destacam-se a podridao de
raizes, a murcha e o cancro do tronco, devido a gravidade dos sintomas que podem levar as

plantas atacadas a morte.

2.2 FAMILIA Botryosphaeriaceae

Botryosphaeriaceae é uma familia fungica que compreende 22 géneros definidos de
acordo com a morfologia dos ascdsporos, conidios e com as relacdes filogenéticas. Os fungos
dessa familia sdo caracterizados por apresentarem grandes ascosporos ovoides a oblongos, com
coloracdo hialina ou pigmentada, com paredes espessas contendo estrias longitudinais
(PHILLIPS et al., 2019).
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As espécies sdo cosmopolitas e distribuem-se com maior relevancia em regides tropicais
e subtropicais, ocorrendo em uma ampla gama de hospedeiros, que podem ser
monocotiledoneas, dicotiledoneas e gimnospermas (ABDOLLAHZADEH et al., 2010;
CHINELOS et al., 2007). Os fungos desta familia apresentam diversas caracteristicas
ecologicas, sobrevivendo como saprofitas em restos vegetais (ABDOLLAHZADEH et al.,
2010), causando doencgas em plantas (ABDOLLAHZADEH et al., 2010) ou habitando tecidos
vegetais de forma assintomatica (LUO et al., 2019). Outra caracteristica importante da familia
Botryosphaeriaceae é que integrantes endofitos mudam seu modo nutricional para
fitopatogénicos quando as condi¢cfes ambientais se tornam desfavoraveis ao hospedeiro ou
quando o hospedeiro sofre algum tipo de injuria (PHILLIPS et al., 2019).

Entre o0s géneros fitopatogénicos estdo Lasiodiplodia, Pseudofusicoccum,
Neoscytalidium, Neofusicoccum, Diplodia, Dothiorella e Botryosphaeria, que causam sintomas
como queima de brotacdes, cancros do tronco, apodrecimento de frutas e gomose
(ABDOLLAHZADEH et al., 2010). Lasiodiplodia theobromae, L. citricola e L. mahajangana
foram descritos como causadores de amarelecimento, cancro, necrose central dos tecidos
internos e morte de plantas de amendoeiras (Prunus dulcis) e nogueira-chilena (Juglans regia)
(SOHRABI et al., 2020). Lasiodiplodia mediterranea foi descrito como causador de cancro dos
ramos em azinheira (Quercus ilex) e Lasiodiplodia exigua como causador de cancro dos ramos
em vassoura branca (Retama raetam) (LINALDEDDU et al., 2015).

No Brasil, L. theobromae e Neofusicoccum parvum foram identificados como
causadores de declinio em plantas de manga (Mangifera indica) que, em casos mais graves
pode evoluir para morte das plantas afetadas (BATISTA et al., 2017). Ainda no Brasil, L.
brasiliense, L. egyptiacae, L. pseudotheobromae e L. theobromae foram identificados como
agentes causais da podriddo pés-colheita de coco (Cocos nucifera), sendo que os sintomas
incluem lesdes necrdticas marrom-escuras com crescimento micelial acinzentado, que com o
progresso da doenca cobrem todo o fruto (ROSADO et al., 2016). Em sementes e plantulas de
Pinus spp., 0 patdgeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon e Maubl. (syn. Botryodiplodia
theobromae Pat.) foi identificado causando podriddo de sementes, reduzindo de forma
significativa o potencial germinativo, além de interferir no desenvolvimento inicial das
plantulas (MACIEL et al., 2015).

Pseudofusicoccum kimberleyense, foi associado ao sintoma cancro do tronco em
algumas espécies como em eucalipto (Eucalyptus spp.) e manga (Mangifera indica)
(SAKALIDIS et al., 2011). Em Portugal, Neofusicoccum parvum foi descrito como patdgeno

em mirtilo (Vaccinium corymbsum), causando necrose dos tecidos vasculares com lesdes de
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coloragdo castanha, enquanto que a epiderme externa demonstrava descolaragdo intensa,
seguidos de desfolhamento e morte de plantas (HILARIO et al., 2020). No Ird, em individuos
de nogueira-chilena (Juglans regia) e pistache (Pistacia vera), N. parvum foi identificado
causando amarelecimento, cancro e morte de plantas, sendo possivel visualizar necrose central
dos tecidos internos (SOHRABI et al., 2020).

O patégeno causador de cancro do tronco em nogueira-pecd foi identificado
inicialmente como Lasiodiplodia subglobosa, tendo como sintomas, pequenas lesdes elipticas
na casca do tronco e dos ramos, progredindo para cancros de 6 a 60 cm, com estrias negras
proximas aos tecidos vasculares e, em casos mais severos, levando a morte da planta
(POLETTO et al., 2016). Contudo, posteriormente Rolim et al. (2020), identificaram outros
géneros associados ao sintoma de cancro do tronco em nogueira-pecd, sendo eles

Neofusicoccum parvum e Pseudofusicoccum kimberleyense.

2.3 GENERO Fusarium

Fungos do género Fusarium fazem parte da familia Nectriaceae; ordem Hypocreales;
classe sordariomycetes; filo Asmocomycota; com aproximadamente 963 espécies e
subespecies. Espécies deste género apresentam diversas caracteristicas ecoldgicas, podendo ser
patogenos de plantas e animais, dentre eles os seres humanos, ou ser também classificados como
saprofiticos, produtores de micotoxinas e agentes de biocontroles (INDEX FUGORUM, 2018).
S&o habitantes naturais do solo, cosmopolitas e amplamente distribuidos, contudo sdo mais
comuns em locais tropicais e subtropicais (SUMERELL et al., 2010).

Como caracteristicas marcantes do género podem ser citados os microconidios e
macroconidios, esporos assexuados geralmente hialinos e septados, com células basais e apicais
marcantes que sdo utilizadas para a taxonomia desses microrganismos (TEIXEIRA, 2015).
Segundo Agrios (2005), fungos do género Fusarium podem sobreviver no solo por muitos anos,
sob condicbes ambientais adversas, principalmente através de estruturas de resisténcia
chamadas de clamidosporos, o que dificulta o controle do patégeno.

Mais especificamente na area florestal, Fusarium spp. é conhecido por causar doencas
em viveiro e a campo, destacando-se o “damping-off”, as podriddes radiculares e doencas
vasculares. No ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia) e no ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa)
Fusarium spp. é considerado patdgeno de sementes, sendo a transmissdo para as sementes

constatada por Botelho et al. (2008). Em plantulas de Pinus elliottii os sintomas observados
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foram: murcha, tombamento, apodrecimento dos cotilédones e lesdo seguida de ruptura do
hipocétilo (MACIEL et al., 2017). Arguedas et al. (2004), em plantas de teca (Tectona grandis)
relataram alta incidéncia de Fusarium oxysporum, acarretando podriddo nas raizes e morte de
plantas no campo.

As espécies F. equiseti, F. oxysporum e F. graminearum foram relatadas como
patogénicas a Carya illinoinensis, sendo que em plantulas de viveiros, foi possivel observar
estrangulamento do colo, murcha e necrose foliar, ambos sintomas reflexos da podriddo de
raizes. Por serem agressivos, patdgenos do género Fusarium spp. podem ocasionar grandes
perdas de mudas em viveiros comerciais, € no campo as mudas atacadas apresentam
crescimento inicial reduzido (LAZAROTTO et al., 2014b). Por outro lado, Rolim (2019) e
Rolim et al. (2020) relataram que as espécies F. oxysporum, F. graminearum, F. fujikuroi, F.
incarnatum e F. solani, causam sintomas de murcha em plantas de nogueira-peca. Dentre 0s
sintomas citados, estdo o amarelecimento, a murcha da parte aerea, necrose marginal, seca de

folhas e morte.

2.4 GENERO Trichoderma

Fungos que integram o género Trichoderma pertencem ao Reino Fungi; Filo
Ascomycota; Ordem Hypocreales; Familia Hypocreaceae; sendo o género Hypocrea na fase
sexual e Trichoderma na fase assexual (MYCOBANK, 2018). As espécies mais comuns
encontradas entre os isolados ja estudados séo: T. harzianum, T. spirale, T. virens, T. coningii,
T. asperellum, T. atroviride, T. reesei, T. hamatum, T. viride e T. ganense (ADNAN et al.,
2019).

Fungos do género Trichoderma apresentam producdo massiva de esporos (conidios),
em tons de verde e rapido crescimento em meio de cultivo. Os versos das colénias variam de
coloracdo verde, branco, branco esverdeado, amarelo, amarelo esverdeado, muitas espécies
podem produzir quantidades excepcionais de clamiddsporos (esporos de paredes espessas) em
micélio submerso (VINALE et al., 2008a)

Trichoderma é um género altamente diverso que pode ser encontrado em todos o0s tipos
de solos, tanto temperados quanto tropicais (SAMUELS, 2006). Segundo Lee et al. (2012),
esses fungos também sdo encontrados em diferentes materiais vegetais, bem como colonizando
raizes, serapilheira, madeira em decomposicdo e casca em decomposi¢do. Desde 1930,
Trichoderma spp. sdo conhecidos por terem impacto antagénico em fungos causadores de

doencas, alem de atuar diretamente na planta (ADNAN et al., 2019). Entre 0s mecanismos de
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acdo de Trichoderma podemos citar o micoparasitismo, predagdo, competicdo, antibiose,
inducdo de resisténcia e promogéo de crescimento, descritos a seguir.

Micoparasitismo — Conforme Atanasova et al. (2013), micoparasitismo é a capacidade
de qualquer fungo em parasitar outras espécies fungicas e utilizar os nutrientes no proprio
metabolismo. O processo envolve diferentes eventos que consistem no reconhecimento do
fungo hospedeiro, penetracdo e finalmente a morte do fungo atacado (RABEA et al., 2003).
Esse processo envolve a producdo de enzimas que degradam a parede das células do fungo
patdgeno, como celulases, quitinases, etc. (RABEA et al., 2003; HORBACH et al., 2011). Bem
como na atuacao de proteinas envolvidas no processo de absorcdo de nutrientes (LOCHER et
al., 2004).

Predacdo — A predacéo se refere ao ataque aos fitonematoides, pela digestdo de partes
ou do corpo inteiro de juvenis, ou mesmo de ovos desses microrganismos (KHAN e KIM,
2005).

Antibiose - Sdo os metabdlitos secundarios produzidos por Trichoderma spp. que
constituem varios compostos quimicos. Esses compostos possuem acgéo direta no crescimento
ou na fisiologia dos fitopatégenos (MUKHERJEE et al., 2012). Um mesmo microrganismo
pode produzir uma ampla gama de compostos diferentes que podem apresentar acdo contra
fitopatdgenos (VINALE et al., 2008a)

Inducdo de resisténcia - As plantas tratadas com Trichoderma spp. mostram maior
resisténcia contra varios patdgenos fangicos. Trichoderma spp. pode reduzir a eficiéncia do
fungo fitopatogénicos em causar doenca no local da inoculacéo, sendo este tipo de resisténcia
denominado resisténcia adquirida localizada induzida (BROTMAN et al., 2010). Contudo, se a
inoculacdo do organismo bioativo for feita em diferentes épocas ou locais, e resisténcia persistir
chama-se de resisténcia sistémica induzida (GUPTA et al., 2014)

Competicdo — E o mecanismo que ocorre devido ao crescimento mais rapido do agente
de controle bioldgico em relacdo ao patdgeno, quando os mesmos se encontram associados ao
tecido da planta hospedeira. Essa competicao pode ser por espaco (quando o antagonista cresce
rapidamente sobre o tecido da planta hospedeira, ndo restando espaco para colonizacdo do
patdgeno) ou por nutrientes (agentes antagonistas absorvem nutrientes mais rapidamente que
os patdgenos) (MEDEIRQOS et al., 2018).

Inducdo de crescimento - Segundo Zeilinger et al. (2016), Trichoderma spp. participa
da decomposicdo e mineralizacdo de residuos vegetais, disponibilizando nutrientes para as

plantas. Alguns isolados também produzem &cido indolacético (AlA), citocinina, giberelina e
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enzimas solubilizadoras de fosfato (GRAVEL et al., 2007; RESENDE et al., 2014; CHAGAS
et al., 2016). Esses fatores contribuem na capacidade de Trichoderma em induzir maior

crescimento das plantas no ambiente em que ele é adicionado.

2.5 Trichoderma spp. NO CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS E NA PROMOCAO
DO CRESCIMENTO DAS PLANTAS

Além de parasitar outros fungos, atuando de forma direta no controle de fitopat6genos,
Trichoderma spp., pode parasitar estruturas de resisténcia, ou controlar patégenos de forma
indireta, colonizando superficies radiculares e a rizosfera, induzindo o maior crescimento e
desenvolvimento da planta pelo aumento da disponibilidade de nutrientes, e aumentando a
resisténcia da planta a doencas (MEDEIROS et al., 2018). Dessa forma, o controle biolégico
por meio de microrganismos do género Trichoderma spp., em alguns casos, é mais eficaz em
controlar patégenos que podem sobreviver no solo, pois esse microrganismo possui boa
adaptacdo a esse ambiente (SANCHEZ et al., 2019).

No trabalho realizado por Borges et al. (2018), foi possivel verificar a capacidade de
Trichoderma spp. de controlar o fungo L. theobromae, causador de cancro do tronco em teca
(Tectona grandis) in vitro e in vivo. No estudo in vitro, os autores avaliaram a capacidade
antagonista de 18 isolados fungicos e bacterianos, sendo nove isolados de Trichoderma spp. Os
resultados demonstraram que todos os isolados de Trichoderma spp. interferiram no
crescimento micelial do patégeno sendo que dois isolados, um de T. harzianum e outro de T.
asperellum controlaram totalmente o crescimento micelial do patégeno. No estudo in vivo, 24
horas antes de inocular o patégeno, T. asperellum e T. harzianum foram incorporados ao
substrato por meio de gréos de arroz previamente colonizados (20 g de gréos de arroz para cada
100 g de latossolo), que controlaram o cancro do tronco em 70,3%, e 48,4%, respectivamente.

Silva et al. (2019) estudaram o controle de Fusarium subglutinans in vitro e de Fusarium
sp. em sementes de Pinus naturalmente infectadas. Nos experimentos in vitro foram utilizados
12 isolados de Trichoderma spp. e dois de F. subglutinans, a avaliacdo foi por meio de
confronto direto, metabdlitos volateis e metabdlitos ndo volateis. No confronto direto a inibicéo
variou de 11,5% a 38,4% e na técnica de metabolitos volateis atingiu até 33,9% de inibicdo do
crescimento micelial. Contudo, ndo houve acdo antagdnica de Trichoderma sp. contra F.
subglutinans pela producdo de metabdlitos ndo volateis difusiveis em celofane. Para os testes
in vivo, os autores utilizaram sementes de Pinus taeda, naturalmente infectadas com Fusarium

e as microbiolizaram com uma suspensio de Trichoderma sp. (1x10° conidios/mL), o
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tratamento de sementes com o antagonista resultou em aumento da emergéncia de plantulas,
aumento da velocidade de emergéncia e geraram plantulas com maior altura, mesmo em lotes
que apresentavam alta incidéncia de Fusarium sp.

Segundo Vinale et al. (2014), no controle biolégico com Trichoderma spp. a
manutengdo do antagonista vivo, muitas vezes € condigdo para garantir o controle da doenca.
A otimizacdo da producgéo de compostos por estes fungos em meio de cultivo torna-se assim,
alternativa viavel, pois ndo ha necessidade de manter o organismo vivo no final do processo,
uma vez que somente 0S compostos sdo empregados para o controle, otimizando as
potencialidades dos bioprodutos gerados, na promogéo de crescimento das plantas e no controle
de fitopatdgenos. Esses bioprodutos podem ser produzidos a baixo custo e em grandes
quantidades, tendo maior facilidade de aplicagéo in vivo (VINALE et al., 2014).

Estudos relatam que o cultivo de microrganismos do género Trichoderma spp. em
condicdes de meio excitantes ou adequadas ao seu desenvolvimento, aumenta a producdo de
compostos e de metabdlitos secundarios biologicamente ativos (KUSARI; HERTWECK;
SPITELLER, 2012). Junges (2018), relatou a producédo de acidos graxos e oxidrilas por
Trichoderma spp. com potencial fungicida e de inducdo de resposta de defesa em plantas, que
por sua vez, reduziram a severidade e o progresso da antracnose no feijoeiro. Muhammad
Adnan et al. (2019) relataram que além de compostos secundarios, durante o processo de
crescimento, Trichoderma spp. também produz enzimas degradadoras de parede celular.

Cong et al. (2019), estudando o efeito de filtrados de cultura de Trichoderma
pseudokoningii no controle de Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, causador de murcha
em pepineiro (Cucumis sativus) in vitro e in vivo obtiveram resultados satisfatorios. Nos
experimentos in vitro o filtrado de cultura de T. pseudokoningii reduziu o crescimento micelial
de F. oxysporum em 51,52%. Nos experimentos in vivo, o filtrado de cultura foi incorporado
ao substrato de cultivo e dessa forma o controle da doenca foi de 31,25%.

Alguns trabalhos relatam que a utilizacdo de filtrados de cultura também induz a
resisténcia das plantas aos fitopatdgeno, como descrito por Yoshioka et al. (2012), que utilizou
o filtrado de T. asperellum SKT-1 e induziu resisténcia em Arabidopsis thaliana, englobando
as rotas de sinalizacdo do acido salicilico, acido jasmdnico e etileno. Ja Vinale et al. (2008 e
2014) separaram de filtrados de cultura de T. harzianum metabdlitos indutores de respostas de

resisténcia e promotores de crescimento em plantas.
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2.6 IMPORTANCIA DE METABOLITOS FUNGICOS

Os metabdlitos secundarios de Trichoderma spp. sdo considerados um dos elementos
que contribuem para os efeitos positivos exercidos por esses fungos na agricultura (VINALE et
al., 2008a, 2008b). Essas moléculas podem estar envolvidas na antibiose, agindo também de
forma sinérgica com outros compostos, na inducdo da resisténcia sistémica e na promocao do
crescimento vegetal (VINALE et al., 2008a, 2008b). Esses metabdlitos compreendem
diferentes classes de compostos naturais com baixo peso molecular, e normalmente especificos
para géneros, espécies ou cepas (VINALE et al., 2009). O metabolismo secundario tem sido
relacionado a uma mudanca da producéo de biomassa para a biossintese de metabdlitos com o
objetivo de fornecer beneficios competitivos para quem produz a substancia (RUIZ et al., 2010).

Os metabolitos secundarios frequentemente tém inimeras atividades biologicas e papel
importante na regulagdo das interagdes entre os organismos. Entre essas moléculas, estéo as
bioativas, como: fitotoxinas (toxicas para as plantas), micotoxinas (toxicas para fungos),
pigmentos (compostos coloridos) e antibioticos (capazes de inibir ou matar outros microbios)
(HANSON, 2003).

Segundo Kottb et al. (2015) entre os compostos produzidos por Trichoderma estdo os
metabolitos volateis, conhecidos como compostos organicos volateis (VOCs), que sdo
compostos lipofilicos de baixo peso molecular que evaporam facilmente a temperatura e
pressdo ambiente. Os VOCs sdo quimicamente diversos e incluem cetonas, lactonas, ésteres,
tioalcoois, tioésteres, monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois e ciclohexanos (SCHENKEL et
al., 2015). Metabolitos volateis de Trichoderma mostraram efeito contra fungos
fitopatogénicos, e/ou acao de promogao de crescimento em plantas (MOY Aet al., 2018; HUNG
et al., 2015; KOTTB et al., 2015; LEE et al., 2016; NIETO-JACOBO et al. 2017; JUNGES et
al., 2018).

No trabalho realizado por Bruce et al. (2000), VOCs produzidos por Trichoderma
aureoviride, destacando os aldeidos e as cetonas, inibiram o crescimento micelial de
Neolentinus lepideus, Coriolus versicolor e Gloeophyllum trabeum, trés espécies fungicas
causadoras de apodrecimento da madeira. No trabalho de Kottb et al. (2015), VOCs liberados
por Trichoderma asperellum, reduziram a germinacdo de esporos de Alternaria spp. Na
pesquisa realizada por Moya et al. (2018), isolados das espécies T. harzianum e T.
longibrachiatum inibiram o crescimento de Pyrenophora teres, e através da analise dos VOCS
foi constatada a presenca de sesquiterpenos, diterpenos, terpendides e compostos de oito

carbonos, que ja foram descritos com atividade antifingica e/ou indutores de defesa vegetal.
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Outro VOC importante produzido por muitos isolados de Trichoderma spp. € o 6-Pentil-
a-pirona (6PP) (JELEN et al., 2014; KESWANI et al., 2014). 6PP é uma lactona insaturada e
apresenta aroma de coco. A atividade fungicida ja foi descrita para muitos fitopatdgenos de
culturas agricolas, como Fusarium graminearum, F. culmorum, F. proliferatum e F.
subglutinans (JELEN et al., 2014), Phytophthora infestans (ELSHERBINY et al., 2020),
Botrytis cinerea (COONEY et al., 2000), Alternaria brassicicola (KOTTB et al., 2015),
Armillaria mellea (TARUS et al., 2003), e para os patdgenos de troncos como Neofusicoccum
parvum, Eutypa lata e Phaeomoniella chlamydospora (MUTAWILA et al., 2016). 6PP ainda
demonstrou efeito nematicida para Panagrellus redivivus, Caenorhabditis elegans e
Bursaphelenchus xylophilus (YANG et al., 2012). Além disso, o papel do 6PP como um
potencializador do crescimento da planta foi descrito para Arabidopsis (KOTTB et al., 2015,
GARNICA-VERGARA et al., 2016), milho (EL-HASAN; BUCHENAUER 2009), tomate,
canola (VINALE et al., 2014) e soja (MARRA et al., 2019).

Espécies que fazem parte do género Fusarium spp. sdo conhecidas por produzirem uma
ampla gama de compostos, entre eles podemos citar os alcoois, ésteres, cetonas,
hidrocarbonetos e sesquiterpenos (GIROTTI et al., 2010). Entre os sesquiterpenos estdo as
micotoxinas, estas por sua vez sdo toxicas para as plantas, humanos e animais (BUSKO et al.,
2019).

Entre esses compostos, destaca-se tricoteceno deoxynivalenol (DON) que atua ligando-
se ao dominio da peptidil-transferases nos ribossomos de organismos eucarioticos, inibindo a
sintese de proteinas (GARREAU DE LOUBRESSE et al., 2014). Além disso, em plantas e
animais a DON pode interromper a sintese de DNA/RNA, causando estresse ribotoxico e
citotoxicidade (ROCHA et al., 2005). No género Fusarium spp., F. graminearum e F.
culmorum sdo conhecidos como 0s maiores produtores de tricoteceno, sendo que nessas
espécies os tricotecenos sao fatores que influenciam na patogenicidade e no desenvolvimento
de doencas em plantas, que pode ser um conhecimento importante visando préaticas de manejo
gue visam reduzir danos causados por doencas causadas por esses patogenos (PROCTOR et al.,
2005).

Segundo Mccormick (2014) outra substancia importante produzida por Fusarium spp.
é a culmorina que possui sinergismo com a DON, aumentando a toxidade da mesma. Um
elemento-chave para a producdo dessa substancia é o longiborneol, que difere da mesma pela
falta de um Unico grupo hidroxila. Essa molécula é necessaria para completar a biossintese de

culmorina em possivel associagdo com uma oxigenase.
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2.7 FERMENTACAO PARA PRODUCAO DE BIOMASSA E BIOPRODUTOS

A produgdo em massa de conidios aéreos de Trichoderma, por muito tempo foi realizada
por fermentacdo em estado sélido (FES), comumente tendo como substrato gréos de cereais,
sendo esse processo amplamente conhecido e empregado. Além de Trichoderma spp. esse
processo € usado também para producdo em larga escala de outros agentes de biocontrole
fungicos, como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (MASCARIN et al., 2019).

Apesar de em FES serem obtidos conidios com alta viabilidade e eficacia, este sistema
apresenta limitagdes: como problemas para aumento de escala, € um processo demorado e
trabalhoso, falta de automacéo, requer muito tempo e espaco, dificuldade de atender demanda
de producéo e altos custos com mao de obra (MASCARIN et al., 2015; CARVALHO et al.,
2018). Além disso, segundo Rezende et al. (2020) a padronizacdo do inoculo fungico é um
desafio, o que pode diminuir a qualidade e uniformidade do produto final. A fermentagéo
submersa (FS) é uma alternativa promissora para superar as limitacfes da FES, pois & mais
econémica e permite a producdo rapida e em grande escala, que é necessaria para insumos de
uso agricola (REZENDE et al., 2020).

A diferenca essencial entre FES e FS, é que na FS os microrganismos sdo rodeados por
meio de cultivo liquido, nesse meio estdo os nutrientes que garantem o desenvolvimento dos
mesmos. Na fermentacdo submersa, devido a facilidade de homogeneizacdo por causa da
agitacdo constante, cada parte do reator contém a mesma quantidade de microrganismos,
metabolitos e nutrientes e € possivel ter o controle da concentracdo de nutrientes desde o inicio
até o final do processo (BILITEWSKI, 2005).

A fermentacdo submersa possui a vantagem de ser mais rapida, poder ser executada em
grande escala e produzir grandes quantidades de biomassa de microrganismos de alta qualidade,
iSso em pequeno espaco fisico e com menor uso de mao de obra (JARONSKI & MASCARIN
2016). Na FS a propensdo a contaminacdo € menor devido ao maior controle habitual e
permanente dos lotes (MASCARIN et al., 2015). Segundo Sirohi et al. (2019), a fermentacéo
submersa tem sido preferida por ser facil de expandir e controlar, sendo um processo bem
estabelecido industrialmente com maior controle de fatores ambientais, como temperatura e pH.
Além disso, nesse processo 0s nutrientes sdo absorvidos de maneira mais eficiente, a
recuperacdo de metabdlitos € melhor do que na FES e a possibilidade de degradacédo do produto
é menor (CASTRO, 2010).
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Conforme Singhania et al. (2010) o cultivo submerso de fungos € considerado um
processo multicomponente, que envolve o crescimento de estruturas vegetativas e reprodutivas
do fungo e no mesmo periodo a formacao de produtos de interesse, que sdo influenciados pelos
parametros operacionais como: as caracteristicas do fungo, a composicdo e o pH do meio de
cultivo, temperatura, forcas de cisalhamento, disponibilidade de nutrientes, presenca de
indutores, agitacdo do meio de cultivo, etc. Para o conhecimento dos pardmetros mais
adequados de cultivo, inicialmente deve-se proceder com a otimizagdo da forma de cultivo,
para tanto o processo é testado em frascos menores, para posteriormente se utilizar os
fermentadores de bancada, e assim depois que as variaveis estiverem bem estudadas, passar 0
processo para a escala industrial (REZENDE et al., 2020)

Fatores abidticos influenciam na producédo de esporos e biomassa de fungos do género
Trichoderma spp., entre esses fatores estdo o carbono, nitrogénio, razdo C:N e pH do meio
(KOLOMBET et al., 2008; KOBORI et al., 2015; CARVALHO et al., 2018). O carbono e o
nitrogénio sdo elementos essenciais para o desenvolvimento fungico. Nesse sentido, a
compreensdo dos efeitos das variaveis envolvidas no desenvolvimento de Trichoderma, como
a composicdo do meio, a razdo C:N, indculo inicial, temperatura de fermentagdo, pH,
fotoperiodo e taxas de agitacao sdo essenciais para a viabilidade da FS em grande escala (GAO
et al., 2007).

Nos processos de fermentacdo submersa em que o microrganismo cultivado é um fungo,
as condicdes mais utilizadas sdo: tempo de fermentacéo de 5 a 12 dias; temperatura entre 24 e
35 °C e agitacdo entre 50 e 150 rpm (KLAIC, 2017). Klaic (2017), ainda comenta que para
fungos a agitacdo deve ser mais branda em comparacdo com bactérias, pois altas taxas de
agitacdo acarretam em tensdes de cisalhamento no biorreator, que prejudicam o crescimento
micelial e diminuem a biomassa final. Como meio de cultivo podem ser utilizados meios
sintéticos, semissintéticos e agroindustriais (ZHANG et al., 2012; REZENDE et al., 2020;
BRUN et al., 2016; BALDONI et al., 2020).

Devido as vantagens da FS, o numero de pesquisas utilizando esse processo na producéo
de biomassa e de metabdlitos de Trichoderma spp. aumentou. Como exemplos, podemos citar
os estudos de Kobori et al. (2015) e Lopes et al. (2020) que demonstraram a viabilidade da FS
para producdo de conidios e microesclerodios de T. harzianum e T. asperellum,
respectivamente. Urbina-Salazar et al. (2018) relataram que o cultivo de T. harzianum em meio
de cultura formulado, além de aumentar a producao de conidios, € um bom procedimento para

produzir enzimas, particularmente quitinase, dentro de um periodo de cultivo relativamente
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curto. Cong et al. (2019) cultivaram T. pseudokoningii em FS em meio Batata Dextrose e
relataram, que os metabdlitos produzidos reduziram o crescimento micelial de F. oxysporum f.
sp. cucumerinum e diminuiram a severidade da murcha em pepineiro

Como muitos fatores interferem diretamente na FS, existe 0 método estatistico Plackett-
Burman (PB) € um projeto experimental que permite avaliar varios fatores simultaneamente, e
suas interacOes, e em ultima instancia levar a selecdo de condicdes ideais para o cultivo de
microrganismos em fermentacdo submersa. Como resposta podem-se usar caracteristicas
desejaveis para o produto final, enquanto reduz trabalho, tempo e custos (MONTGOMEY,
2005).

2.8 A ENZIMA QUITINASE

A quitina é um polimero linear formado por ligacdes covalentes - (1,4) de N-acetil- D-
Glucosamina (GIcNAc), é amplamente distribuida e abundante na natureza, sendo encontrada
como polissacarideo estrutural nos exoesqueletos de artropodes, nas paredes celulares de
fungos, em ovos de nematoides e na carapaca de crustaceos (BERINI et al., 2018; HALDER et
al., 2013). A hidrolise da quitina é realizada por enzimas, pertencentes a grande familia de -
glicosideo hidrolase, destacando-se nesse grupo a quitinase (HALDER et al., 2013;
SCHRANK, 2010). As quitinases hidrolisam as liga¢cdes B-1,4-glicosidicas entre o N-
acetilresiduos de glucosamina (SHIVALEE et al., 2016).

Segundo Berini et al. (2018) quitinases sdo produzidas por fungos, bactérias e virus e
apresentam acédo fungicida, bactericida e nematicida, pois a quitina faz parte da estrutura celular
de fungos, bactérias e nematoides. Apesar do potencial de emprego, as quitinases tém sido
pouco exploradas comercialmente, devido ao baixo nimero de organismos que apresentam alta
producdo, a baixa atividade e estabilidade e o alto custo de producdo (BALDONI et al. 2020;
KARTHIK et al 2014). Dessa forma, pesquisas com quitinase produzidas por microrganismos
estdo se tornando cada vez mais comuns para 0s mais diversos fins.

No trabalho de Schmaltz et al. (2021), o fungo Beauveria bassiana foi cultivado em
meio liquido sintético e foi observada a producéo de quitinase pelo fungo, sendo esse conhecido
pela sua acdo contra insetos-praga. No estudo realizado por Baldoni et al. (2020), por exemplo,
foi verificada a producdo de quitinase por Trichoderma koningiopsis, para tanto o fungo foi
cultivado em fermentacdo em estado s6lido, com o substrato de cultivo composto por farelo de

trigo, quitina coloidal, e 4gua de maceracdo de milho. A quitinase produzida causou alta
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mortalidade de Meloidogyne javanica e Meloidogyne incognita, quando aplicado na forma de
filtrado de cultura ou como suspenséo de esporos.

As quitinases secretadas pela bactéria habitante do solo Chromobacterium sp. cultivada
em meio liquido sintético, demonstraram potencial para controlar fungos fitopatogénicos. A
quitinase inibiu a germinacdo de conidios de Fusarium oxysporum e Fusarium guttiforme,
inibindo também o crescimento micelial destes patdgenos. Nesse caso, a microscopia de forca
atbmica, revelou alteracdo morfoldgica pronunciada da superficie celular dos conidios que
estavam em contato com as quitinases em compara¢do com células ndo tratadas (SOUSA et al.,
2019).

Enquanto isso, Loc et al. (2020) cultivaram Trichoderma asperellum em fermentacéo
submersa em meio sintético, a quitinase obtida no processo, foi testada no controle in vitro e in
vivo de dois fungos fitopatogénicos, Colletotrichum sp. e Sclerotinia rolfsii, patogenos do
amendoim e da manga, respectivamente. Os autores relataram diminuicdo de quase 100% no
crescimento micelial dos patdgenos in vitro, e relataram a diminuicdo da incidéncia e da
severidade das doencas nas plantas de amendoim e nos frutos de manga.

Muitos outros fungos, bactérias e virus produzem quitinases, entre eles pode-se citar 0s
géneros Bacillus, Streptomyces, Serratia, Pseudomonas, Alternaria, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium (BERINI et al., 2018). Ainda conforme Berini et al. (2018), as quitinases fungicas
com atividade fungicida foram menos investigadas do que as bacterianas, e a maioria dessas
quitinases sdo secretadas por fungos filamentosos, com destaque para isolados de Trichoderma.

Industrialmente vérios fatores podem influenciar a producéo de enzimas quitinoliticas
no meio de cultivo, incluindo: temperatura, pH e o tempo de cultivo do microrganismo
(DAVYDOV e DUDKIN, 2016). Baldoni et al. (2020), descreveram que a producdo de
quitinase por T. koningiopsis aumentou progressivamente até atingir o valor maximo, as 72 h
de cultivo. Resultado semelhante foi relatado por Binod et al. (2007) em que a producéo
méaxima de quitinase por Penicillium aculeatum também foi em 72 h de cultivo. Quanto a
temperatura, Asad et al. (2015) encontraram pico de atividade da producdo de quitinase por T.

asperellum em 25 ° C, ap6s 96 h de cultivo.
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3 CAPITULO I - Trichoderma asperellum NO BIOCONTROLE in vitro DE Lasiodiplodia
theobromae E Pseudofusicoccum kimberleyense

Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense sdo patdgenos causadores de
cancro do tronco em Carya illioniensis. Para essa doenca em nogueira-pecd, ainda ndo existe
uma forma eficaz de controle, no entanto, devido a preocupagbes ambientais, o controle
biol6gico pode ser uma medida promissora no manejo desses patdgenos. O objetivo deste
trabalho foi coletar e identificar isolados de Trichoderma spp. associados a raizes de nogueira-
pecd, avaliar a acdo dos mesmos no controle in vitro de L. theobromae e P. kimberleyense, e
identificar os compostos com potencial fungicida produzidos por Trichoderma spp. em meio
de cultivo liquido. Fungos do género Trichoderma spp. foram isolados do solo por meio da
técnica de diluicdo seriada, apos foram identificados pela técnica molecular utilizando, para
tanto a regido fator de elongacdo e, posteriormente os mesmos foram caracterizados
morfologicamente. A agdo antagbnica de dois isolados de T. asperellum obtidos do solo
rizosférico, e de um isolado obtido de um produto comercial foi avaliada, por meio do
pareamento de culturas e pela técnica de metabdlitos volateis sobre L. theobromae e P.
kimberleyense. Apos foi realizada a otimizagdo da forma de cultivo do antagonista tanto em
relagdo ao crescimento, como no controle in vitro de L. theobromae e P. kimberleyense. A
enzima quitinase foi quantificada e os compostos produzidos pelo antagonista foram
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os isolados
obtidos do solo foram identificados molecularmente como pertencentes a espécie T. asperellum,
sendo que as caracteristicas morfologicas dando suporte para a analise molecular. Os isolados
testados diminuiram o crescimento micelial de L. theobromae (S6) e P. kimberleyense (SM21)
no teste de pareamento de culturas, com inibi¢éo entre 27,18% (SM21 x Qt) e 48,98% (S6 x
Qt), bem como por metabolitos volateis com variacdo de 7,14% (S6 x TR4) a 29,85% (SM21
x TR4). A condi¢éo de cultivo que gerou os filtrados com maior acdo antifungica foi a 8 (20
g/L de Agua de Maceracéo de Milho (AMM), extrato de levedura 7,5 g/L, pH 5, Agitacéo 100
rpm, Sacarose 50 g/L, concentracéo de indculo 10°esporos/mL) e a producéo de biomassa seca
variou de 7,26 a 40,87 g/L, para TR4 e TR1, nessa ordem. Os isolados de Trichoderma
asperellum produziram quitinase, e as atividades maximas foram de 1,18, 0,86 e 0,13 U/mL
para os isolados TR1, Qt e TR4 de T. asperellum, respectivamente. Dentre 0s compostos
observados nos cromatogramas, alguns se destacam por terem acao bioativa conhecida, dentre
eles os compostos derivados do pirano. Os isolados de T. asperellum produziram quitinase e
compostos com potencial de biocontrole que, agindo sinergicamente, reduziram o crescimento
micelial de L. theobromae e P. kimberleyense in vitro.

Palavras-chave: Carya illinoinensis. Micoparasitismo. Metabolitos secundarios. Quitinase.
Anélise cromatogréfica.

Trichoderma asperellum IN THE in vitro BIOCONTROLE OF Lasiodiplodia theobromae
AND Pseudofusicoccum kimberleyense

Lasiodiplodia theobromae and Pseudofusicoccum kimberleyense are pathogens that cause stem
canker in Carya illioniensis. For this disease in pecan, there is still no effective form of control,
however, due to environmental concerns, biological control can be a promising measure in the
management of these pathogens. The objective of this work was to collect and identify isolates
of Trichoderma spp. associated with pecan roots, to evaluate their action in the in vitro control
of L. theobromae and P. kimberleyense, and to identify the compounds with fungicidal potential
produced by Trichoderma spp. in liquid culture medium. Fungi of the genus Trichoderma spp.
were isolated from the soil by means of the serial dilution technique, after they were identified
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by the molecular technique using the elongation factor region for both, and later they were
morphologically characterized. The antagonistic action of two isolates of Trichoderma
asperellum obtained from the rhizospheric soil, and of an isolate obtained from a commercial
product was evaluated, through the dual culture and by the technique of volatile metabolites on
L. theobromae and P. kimberleyense. Afterwards, the optimization of the antagonist culture was
performed, both in relation to growth and in the in vitro control of L. theobromae and P.
kimberleyense. The chitinase enzyme was quantified and the compounds produced by the
antagonist were identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry. The isolates
obtained from the soil were identified molecularly as belonging to the species T. asperellum,
and the morphological characteristics supporting the molecular analysis. The tested isolates
decreased the mycelial growth of L. theobromae (S6) and P. kimberleyense (SM21) in the dual
culture test, with inhibition between 27,18% (SM21 x Qt) and 48,98% (S6 x Qt), as well as by
volatile metabolites ranging from 7,14% (S6 x TR4) to 29,85% (SM21 x TR4). The cultivation
condition that generated the filtrates with the greatest antifungal action was 8 (20 g/L of Corn
Maceration Water (CMW), yeast extract 7,5 g/L, pH 5, Stirring 100 rpm, Sucrose 50 g/L,
inoculum concentration 10° spores/mL) and dry biomass production ranged from 7,26 to 40,87
g/L, for TR4 and TR1 of T. asperellum, in that order. The isolates of T. asperellum produced
chitinase, and the maximum activities were 1,18, 0,86 and 0,13 U/mL for the isolates of TR1,
Qt and TR4, respectively. Among the compounds observed in the chromatograms, some stand
out for having known bioactive action, among them the compounds derived from pyran. T.
asperellum isolates produced chitinase and compounds with biocontrol potential that, acting
synergistically, reduced the mycelial growth of L. theobromae and P. kimberleyense in vitro.

Keywords: Carya illinoinensis. Mycoparasitism. Secondary metabolites. Chitinase.
Chromatographic analysis.

3.1 INTRODUCAO

Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, conhecida popularmente como nogueira-pecd,
é uma espécie da familia Junglandaceae, nativa da América do Norte e do México (VAZQUEZ,
2016). No Brasil, a nogueira-pecd é cultivada principalmente, na regido Sul. No estado do Rio
Grande do Sul a producéo alcanca 2.561 toneladas de nozes, sendo as maiores areas de cultivo
localizadas nos municipios de Cachoeira do Sul, Anta Gorda, e Minas do Ledo, com 610, 150
e 110 hectares, respectivamente (IBGE, 2015).

Devido a importancia econémica e o aumento das areas de cultivo da nogueira-peca, o
namero de doengas relatadas para a cultura aumentou nos ultimos anos, sobretudo as de origem
fungica. Estas causam sérios danos a cultura, com reducdo da produtividade, da qualidade do
produto final e até mesmo a morte das plantas no pomar. Entre as doencas relatadas esta o
cancro do tronco causado por Lasiodiplodia subglobosa, tendo como sintomas pequenas leses
elipticas na casca do tronco e dos ramos, progredindo para cancros de 6 a 60 cm, com estrias
negras proximas aos tecidos vasculares e, em casos mais severos, levando a planta a morte

(POLETTO et al., 2016). Outras espécies fungicas da familia Botryosphaeriaceae causam o
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sintoma de cancro do tronco, entre elas esta Pseudofusicoccum kimberleyense, que ja foi
descrito em eucalipto (Eucalyptus spp.) e manga (Mangifera indica) (SAKALIDIS et al., 2011)
e mais recentemente em nogueira-pecd (ROLIM et al., 2020).

O controle de fungos da familia Botryosphaeriaceae com fungicidas quimicos é dificil
de ser obtido, por esses serem agressivos, pouco especificos e cosmopolitas (DISSANAY AKE
et al., 2016; LIMA et al., 2012). Ademais, o uso de fungicidas pode causar prejuizos, como a
contaminagdo ambiental, o desequilibrio da biota natural do solo, linhagens resistentes dos
microrganismos patogénicos, diminuindo a populacdo de microrganismos responsaveis pela
ciclagem de nutrientes e antagonistas (BOUBAKRI et al., 2015).

Por outro lado, o controle biol6gico através da utilizacdo de microrganismos do género
Trichoderma, em alguns casos, é mais eficaz em controlar patdgenos que podem sobreviver no
solo, pois possuem boa adaptacao a esse ambiente, inibindo diretamente as estruturas fungicas
do patdgeno, ou colonizando as superficies radiculares e o solo rizosférico, aumentando o
crescimento da planta pela disponibilidade de nutrientes, tornando-a menos suscetivel a
doencas (SANCHEZ et al., 2019; CHEN et al., 2016). Além disso, Trichoderma spp. produz
enzimas hidroliticas como proteases, [-glucanases e quitinases, importantes no
micoparasitismo, pois hidrolisam componentes da parede celular de microrganismos
fitopatogénicos (MALLIKHARJUNA RAO; SILVA RAJU; RAVISANKAR, 2016).

No controle bioldgico a manutencdo do antagonista vivo é condi¢do para garantir o
controle da doenca. A reproducdo e otimizacdo de compostos produzidos por estes
microrganismos em meio de cultivo, antes da aplicacdo do bioproduto torna-o uma alternativa
viavel, ndo havendo a necessidade de manter o organismo vivo ao final do processo. Dessa
forma, somente os compostos liberados durante o desenvolvimento fungico sao utilizados para
0 controle, otimizando as potencialidades dos bioprodutos gerados, tanto no controle de
fitopatdgenos quanto na promocédo de crescimento das plantas. Esses bioprodutos podem ser
produzidos a baixo custo e em grandes quantidades, tendo maior facilidade de aplicacdo in vivo
(VINALE et al., 2014).

Uma forma de obtencdo desses bioprodutos é por meio de fermentacdo submersa. Nesse
caso, 0 microrganismo € cultivado em meio liquido, onde além do crescimento de suas
estruturas vegetativas e de reproducdo, o fungo libera substancias e enzimas que podem ser
empregadas para os mais diversos fins, entre eles a inducdo de resisténcia e controle de
fitopatdgenos (CHEN et al., 2019). Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar

isolados de Trichoderma spp. associados a raizes de nogueira-pecd, avaliar a a¢do de isolados
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de Trichoderma spp. no controle in vitro de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum
kimberleyense, quantificar a enzima quitinase nos filtrados de cultura e identificar os compostos

com potencial fungicida produzidos por Trichoderma spp.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Localizacao de realizacdo dos experimentos e origem dos isolados flingicos

O presente trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Santa Maria, localizada
em Santa Maria, Rio Grande do Sul. Os experimentos foram realizados no Laboratério Biotec
Factory do Departamento de Engenharia Quimica e no Laboratério de Fitopatologia Elocy
Minussi no Departamento de Defesa Fitossanitaria.

Foram utilizados trés isolados de Trichoderma spp. como organismos antagonistas: dois
provenientes de solo rizosferico de um pomar de plantas adultas de nogueira-pecd, obtidos por
meio de diluicio seriada até 10 (codificados como TR1 e TR4); e um isolado obtido de uma
aliquota de produto comercial com 2 x 10° conidios por mL, que foi plaqueada para o meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA) (codificado como Qt) (Tabela 1). Os dois isolados de
Trichoderma spp. obtidos do solo foram caracterizados morfologicamente e identificados
molecularmente. O isolado obtido da formulacdo comercial foi caracterizado
morfologicamente. Como patogenos desafiantes foram utilizados dois isolados causadores de
cancro do tronco em nogueira-pecd, Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum
kimberleyense, ambos provenientes da micoteca do Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria, codificados como “S6” ¢ “SM21” (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécie e codificacdo do isolado, coordenadas (GMS) do local de coleta, codigo de
depdsito do Genbank/produto, acesso SMDB e Cadigo do Sisgen.

Espécie e codificacdo  Coordenadas (GMS) Codigo Codigo  Cadigo
do isolado do local de coleta  GenBank/Produto SMDB  Sisgen
Trichoderma 20°43°29”S _
aspere”um TR1 53°43°0,517°0 MK982653 18,371 A32646D
Trichoderma 20°43°29”S _
aspere”um TR4 53°43 90351”0 MNO082152 18,372 A32646D

Trichoderma

asperellum Qt ; URM - 5911 - -
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Lasiodiplodia 29°21°06”S —

theobromae S6 52958°39”0 X 18,362 A32646D

Pseudofusicoccum 29°41°05,12”S —

kimberleyense SM21 53043,33,16”0 MH188485 18,364 A32646D

3.2.2 Caracterizagédo molecular dos isolados de Trichoderma spp.

O DNA dos isolados TR1 e TR4 foi extraido por meio da raspagem do crescimento
micelial do fungo, crescido por 7 dias em meio de cultivo BDA, com o Kit de extracdo ZR
Fungal/Bacterial DNA Mini Prep (Zymo Research, Irvine, EUA). Em seguida foi amplificado
parte do gene do fator de elongacéo 1-alpha (EF1) com o par de primers inciadores A-TEF_F
(5> CCTTCAAGTACGCYTGGGTTC-3’) e A-TEF_R (5° -TTCTTGGAGTCACCGGCAA-
3”), conforme descrito por Perrone et al. (2011). As reacGes foram executadas em ciclador
térmico de PCR (PTC-100 Bio-Rad) com 25 pl de solugéo contendo 17,35 pl de agua ultrapura
(milli-Q), 0,8 ul de dNTP (8 mM), 2,5 pl de tampdo 10X, 0,5 ul de cada primer (10 uM), 1,25
pl de MgClI2 (50 mM), 0,5 pl de DNA polimerase (2,5 unidades) e 2,0 ul de DNA. O programa
de desnaturacdo de PCR consistiu em um passo inicial a 94 °C por 3 min, seguidos de 35 ciclos
a 94 °C por 30 segundos, em seguida o anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a 68 °C
por 1 minuto, seguido extensdo a 68 °C por 10 min.

Depois desses processos foi realizada a eletroforese para verificar a amplificacdo em gel
de agarose a 1,5% e tampdo TBE 1X. Para tanto, as amostras de DNA foram coradas com
BlueGreen Loading Dye I® (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) e observadas em luz
ultravioleta. Os produtos da PCR foram purificados com o kit Gen Elute PCR clean-up Kit®
(Sigma, Saint 22 Louis, EUA), conforme as instrucbes do fabricante. O sequenciamento das
amostras foi realizado no sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster, EUA).

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com as do GenBank do
National Center for Biotechnological Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
(ALTSCHUL et al., 1997). As sequéncias do GenBank que apresentaram 0s maiores escores e
de outras espécies foram selecionadas e alinhadas, com as sequéncias obtidas no
sequenciamento dos isolados da presente pesquisa, pelo algoritmo ClustalW (THOMPSON et
al., 1994). A analise filogenética foi pelo método estatistico “Neighbour—joining” com 1000
replicatas, pelo programa MEGA versdo 4 (TAMURA et al, 2007). A similaridade das
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sequéncias de nucleotideos entre os isolados foi calculada através do procedimento Basic Local
Alignment Search Tool - BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Apos a identificacdo as
sequéncias da presente pesquisa foram depositadas no GenBank.

3.2.3 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Trichoderma spp.

A taxa de crescimento micelial (TCM) foi determinada por meio da transferéncia de
discos de meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), com 6 mm dos isolados de Trichoderma spp.,
obtidos de coldonias com sete dias de crescimento, para outras placas com meio BDA,
posteriormente mantidas a 25 + 2 °C, com 12 h de fotoperiodo em BOD. Foram utilizadas cinco
repeticdes, cada uma composta por uma placa. O crescimento micelial de cada isolado foi
avaliado diariamente até os cinco dias de incubacdo, quando a primeira repeti¢cdo colonizou
toda a superficie do meio de cultura, foram mensurados dois sentidos diametralmente
opostos. Para o diametro médio final da colonia utilizou-se o didmetro medido no quinto dia de
avaliacdo do crescimento micelial.

A esporulacéo foi avaliada aos sete dias de incubacéo, pela adicdo de 10 mL de agua
destilada estéril esterilizada, acrescida de uma gota do emulsificante Tween 80®, em seguida
procedeu-se a raspagem das coldnias e peneiramento da suspensdo em camada dupla de gaze.
A suspensao foi agitada por 30 s e, com auxilio de uma micropipeta, retirou-se 1 mL e espalhou-
se a mesma na camara de Neubauer, para a posterior estimativa da concentracdo de conidios
(conidios/mL). A coloracdo das colbnias foi observada aos sete dias de incubagdo, com o
auxilio da carta de cores Munsell Soil Color Chart (2009) e a caracterizacdo dos conidios de
Trichoderma foi feita por meio da mensuracdo da largura e comprimento de 30 conidios, por

isolado.

3.2.4 Avaliacdo do pareamento de culturas

Para o teste de pareamento de culturas, um disco de meio de cultura BDA de 6 mm de
diametro contendo micélio dos isolados patogénicos foi transferido para placas de Petri,
contendo meio BDA, a aproximadamente 5 mm da borda da placa. Ap6s, um disco com 6 mm
de diametro de BDA, contendo miceélio dos isolados de Trichoderma spp., foi transferido para
a posicdo oposta de cada placa. Como tratamento testemunha utilizou-se somente o patégeno

na placa. Todos o0s isolados fangicos utilizados no experimento foram previamente crescidos
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em BDA, por sete dias a 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12 h em BOD. Ap0s a instalagdo do
experimento, as placas foram em BOD (25+ 2°C, fotoperiodo 12h).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com os tratamentos
organizados em bifatorial 4 x 2 (Antagonista: 3 isolados de Trichoderma spp. e auséncia de
Trichoderma spp. x Patdgeno: L. theobromae e P. kimberleyense) com cinco repeti¢cdes, sendo
cada repeticdo composta por uma placa de Petri. Contudo, para a inibi¢cdo do crescimento
micelial, a testemunha somente com o patdgeno, nao foi considerada um tratamento, sendo
utilizada somente na férmula.

A avaliacdo do pareamento de culturas foi realizada ao quinto dia ap6s a instalacéo dos
experimentos, quando o isolado de crescimento mais rapido cobriu toda a superficie do meio
na placa. A avaliagdo foi realizada por meio de medig¢fes do didmetro das coldnias em dois
eixos, comparando o crescimento micelial de cada tratamento com a testemunha. Por fim,
calculando a percentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (PIC), conforme a férmula:
1(%)=[(DC-DT)/DC]x100, onde: I= percentagem de inibicdo; DC= diametro da coldnia
controle (mm); DT= didmetro da col6nia dos tratamentos (mm) (BALOUIRI et al., 2016).

3.2.5 Avaliacéo de metabolitos volateis

O efeito inibidor de metabdlitos volateis foi aferido conforme descrito por Dennis &
Webster, (1971), com adaptacdes. Nesta metodologia duas bases de placas de Petri de 90 mm
contendo BDA receberam, individualmente, discos (6 mm de didmetro) das culturas do
patdgeno e do antagonista, dispostos no centro das mesmas, apoOs elas foram unidas
lateralmente, com plastico filme transparente. Como testemunha, foram sobrepostas duas bases,
uma contendo o patdgeno e a outra somente meio de cultura. As placas utilizadas no
experimento foram incubadas em BOD (25+ 2°C, fotoperiodo 12h).

A avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial foi feita quatro dias apos a instalagdo
do experimento, quando o isolado de crescimento micelial mais rapido preencheu a placa. A
avaliacdo dos tratamentos foi realizada por meio de medic@es do didmetro das col6nias em dois
eixos, comparando-se o crescimento radial de cada tratamento com a testemunha, calculando a
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), conforme a formula: 1(%)=[(CT-
Ct)/CT]x100, onde: I= percentagem de inibicdo; CT= crescimento final da testemunha; Ct=
crescimento do fungo no tratamento (BALOUIRI et al., 2016).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com o0s
tratamentos organizados em bifatorial 4 x 2 (Antagonista: 3 isolados de Trichoderma spp. e
auséncia de Trichoderma spp. x Patdgeno: L. theobromae e P. kimberleyense) com cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri. Contudo, para a inibigdo do
crescimento micelial o tratamento testemunha (somente o patdgeno) ndo foi considerado, sendo

os dados utilizados somente na formula da percentagem de inibicdo do crescimento micelial.

3.2.6 Otimizagao da fermentacgéo de isolados de Trichoderma spp.

Para a producéo do filtrado de cultura foram realizadas fermentacdes dos isolados de
Trichoderma spp. em erlenmeyers de 250 mL de capacidade, com volume utilizado de 100 mL
de meio de cultura liquido. As condicGes de cultivo foram otimizadas por meio de delineamento
experimental Plackett-Burman, com 11 corridas com trés pontos centrais (Tabela 2). As
variaveis testadas foram pH (5, 6 e 7) sacarose (50, 75 e 100 g/L), concentracéo de indculo (10°,
108 e 107) e agitacdo (100, 140 e 180 rpm). O meio foi suplementado com 20 g/L de Agua de
Maceracao de Milho (AMM) e extrato de levedura 7,5 g/L, conforme Junges et al. (2018). O
pH foi ajustado com o auxilio de pHmetro digital.

Os erlenmeyers contendo o meio de cultivo foram autoclavados a 120 °C durante 20
min. Apos o resfriamento, inoculou-se 0 meio de cultivo com 1 mL da suspensdo de esporos
dos isolados de Trichoderma spp. em camara de fluxo laminar. A concentracdo de esporos foi
obtida do crescimento dos isolados de Trichoderma spp. em placas de Petri (7 dias, 25 +2 °C,
12 h fotoperiodo), nas quais foi adicionada agua destilada e esterilizada e realizada a raspagem
da superficie da coldnia com alca de Drigalski, seguida de ajuste da suspensdo em camara de
Neubauer. Em seguida, alocou-se os tratamentos em camara incubadora com agitacéo orbital,
sob velocidade de agitacdo previamente definida pelos tratamentos.

Transcorridas 96 h de incubacéo foi efetuada a separacao da biomassa da parte liquida,
obtendo-se os filtrados de cultura, executada por filtragem em membrana milipore 12 micras e
em seguida em 0,22 micras para assegurar que o filtrado de cultura estivesse livre de esporos
fungicos. Para a filtragem foi utilizado um sistema de filtragem de membrana acoplado em uma
bomba de vacuo para reduzir o tempo da filtracdo. Os filtrados de cultura foram congelados
para posterior emprego nos experimentos e a biomassa fangica foi colocada em forno a 105 °C

por 24 h para a determinacdo da massa seca.
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Tabela 1 - Meios de cultura liquidos compostos por sacarose, 4gua de maceracdo de milho
(AMM), extrato de levedura (EL), concentragdo de esporos, agitagdo do meio e o
potencial de hidrogénio (pH), para o crescimento dos isolados de Trichoderma spp.

Sacarose Agitacdo  Esporos

P Ty pm) [
1 7 50 100 10’
2 7 50 180 10°
3 7 100 180 10°
4 5 100 180 107
5 7 100 100 107
6 5 50 180 107
7 5 100 100 10°
8 5 50 100 10°
9 6 75 140 10°
10 6 75 140 10°
11 6 75 140 108

*[ ]: Concentracdo de esporos

3.2.7 Acédo de metabolitos ndo volateis de isolados de Trichoderma spp. na inibicdo do
crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense

Para testar a acdo dos filtrados de cultura no controle dos fungos patogénicos,
primeiramente adicionou-se os filtrados de cultura na propor¢do de 10% no meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) fundente, este foi resfriado até 45 °C em camara de fluxo laminar.
O meio de cultura acrescido com os filtrados foi homogeneizado e em seguida vertido para
placas de Petri, onde posteriormente depositou-se um disco de 6 mm de didmetro dos fungos
patogénicos no centro de cada placa. Para a testemunha, adicionou-se agua destilada estéril ao
meio de cultura na mesma proporcao (10%) em substituicdo do filtrado de cultura (adaptado de
ISAIAS et al., 2014). As laterais das placas foram vedadas com plastico filme transparente. As
placas utilizadas nos experimentos foram incubadas em BOD a 25+2 °C com fotoperiodo de 12
h.

O delineamento experimental foi o Plackett-Burman, com cinco repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri. A avaliacdo do teste de acéo

de metabdlitos ndo volateis, foi ao quinto dia apos instalacdo dos experimentos quando uma
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das repeticGes de um tratamento ocupou toda a superficie do meio. A avaliacdo foi realizada
por meio de medi¢Oes do diametro das coldnias em dois eixos, comparando 0 crescimento
micelial de cada tratamento com a testemunha. Por fim, calculando a percentagem de inibig&o
do crescimento micelial (PIC), conforme a formula: 1(%)=[(DC-DT)/DC]x100, onde: I=
percentagem de inibicdo; DC= diametro da colbnia controle (mm); DT= diametro da col6nia
dos tratamentos (mm) (BALOUIRI et al., 2016).

3.2.8 Determinacéo da atividade da enzima quitinase

A atividade da quitinase foi determinada pela quantificacdo dos agucares redutores
(método do DNS) liberados da quitina (SANTOS, 2011). Foram adicionados 250 pL de caldo
enzimatico em tubos de ensaio, acrescidos de 0,005 g de quitina de caranguejo suspendida e
dissolvida em 250 pL de solugdo tampéo acetato de sdédio 50 mM pH 5,2. Os tubos foram
incubados por 1 h a 37 °C, sob agitacdo constante de 100 rpm. Ap0s a incubac&o, acrescentou-
se 0,5 mL do reagente DNS, estes submetidos a fervura em banho-maria e esfriados
posteriormente, para a adicdo de 8 mL de tartarato de sddio ¢ potassio. Os tubos “brancos”
também denominados de testemunha constituiram-se de quitina regenerada e tampao (500 pL)
sem a adicdo do caldo enzimatico.

A absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotdmetro, a atividade enzimatica foi
determinada por meio da formula: Ul= D x C x Vt/(Tx Ve), em que D = diluicdo (mol); C =
Concentracgdo determinada pelo método DNS (mL™?); Vt = volume total da reagdo (mL); T =
Tempo de reacdo (min); Ve = volume da solucdo enzimatica (mL).

A atividade da enzima quitinase foi expressa em U/mL, onde 1 U corresponde a
quantidade de enzima necessaria para a liberacdo de 1 pmol de N-Acetil-glucosamina por
minuto, nas condicdes da reacdo. A atividade foi determinada para os filtrados de cultura dos
trés isolados de Trichoderma spp. Cada medida foi feita em triplicata, para cada condicdo de

fermentacao.

3.2.9 Analise cromatografica dos compostos presentes nos filtrados de cultura dos isolados
de Trichoderma spp.

Para a extracdo liquido-liquido, 10 mL dos filtrados de cultura de Trichoderma spp.
crescidos na condicdo 8, foram misturados a 50 mL dos solventes organicos, metanol, etanol,

acetato de etila e hexano. A mistura foi realizada em baldo volumétrico e as solucées resultantes
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permaneceram em agitacdo durante 24 h em temperatura ambiente. Apos esse periodo, as
solugdes foram colocadas em tubo de ensaio por 24 h (etanol e metanol) e 2 h (acetato de etila)
e 1 h (hexano). O sobrenadante foi acondicionado em refrigerador para analises.

As moléculas produzidas foram determinadas usando um sistema de cromatografia
gasosa multidimensional (Shimadzu, modelo MDGC/GCMS-2010) equipado com um detector
de espectrometria de massa (QP-2010 Ultra) e detector de ionizacdo de chama (FID-2010 Plus),
e sistema automatico de injecdo (AOC-20i). Utilizou 1 ul das amostras, a qual foi injetada no
modo split (30: 1) a 250 °C. Utilizou-se coluna de silica fundida Rtx®-5ms GC (30 m x 0,25
mmi.d. x 0,25 micron de espessura de filme) com 5% de difenil e 95% de dimetil polisiloxano
(Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA). O géas hélio foi utilizado para o transporte a uma
vazdo de 1,69 mL/min para as amostras dissolvidas em acetato de etila e hexano e 1,33 mL/min
para as dissolvidas em metanol e etanol. A temperatura de injecéo foi de 270 °C para todas as
amostras analisadas.

Para as amostras dissolvidas em acetato de etila e hexano, a temperatura do forno foi
aumentada de 50 °C para 280 °C a 5 °C/min, preservando por 15 min. No caso das amostras
em metanol e etanol, a temperatura do forno foi aumentada de 100 °C para 310 °C a 5 °C/min,
permanecendo assim por 15 min. A temperatura da interface e da fonte de ions foi 280 °C. Para
as amostras dissolvidas em acetato de etila e hexano os espectros de massa foram registados
entre 35 e 500 amu a 0,30 scan/s, e para as amostras dissolvidas em metanol e etanol a 0,30
scan/s e acima de 35-700 amu. As moléculas foram identificadas por espectrometria de massa
quadrupolo com o modo de impacto de elétrons (El) gerado a 70 eV no modo de aquisi¢cdo de
varredura. Os compostos foram identificados por comparacédo do espectro de massa com os da
base de dados (Wiley, 9° Edition).

3.2.10 Procedimento estatistico

Os dados obtidos no teste de pareamento de culturas, metabolitos volateis, metabdlitos
ndo volateis, biomassa fangica seca e determinacdo da atividade da enzima quitinase foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Skott-Knott a
5% de probabilidade de erro utilizando o programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizagdo molecular e morfoldgica dos isolados de Trichoderma spp.

Na Tabela 3, sdo apresentados os acessos utilizados para a comparacao filogenética

obtidos a partir do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), acompanhados de seu niamero de

acesso, pais de origem e referéncia do trabalho em que foram publicados. Foram selecionados

acessos de diferentes espécies do género Trichoderma spp., para a confec¢do do dendrograma,

bem como as mais semelhantes aos isolados da presente pesquisa.

Tabela 3 — Espécie, acesso GenBank, pais de origem e referéncia das espécies utilizadas na
construcdo do dendrograma filogenético da regido do fator de elongacéo 1-a.

L Acesso do . . A
Espécie GenBank Pais de origem Referéncia
Trichoderma asperellum EU279961 Colémbia Hoyos-Carvajal et al. (2009)
Trichoderma asperellum KX377622 Taiwan Li et al. (2016)
Trichoderma asperellum HG931218 Esr:?ggs Sandoval-Denis et al. (2014)
Trichoderma asperellum KP262480 Brasil Elias et al. (2014)
Irlc_hoc_zlerm_a EU279998 Colémbia Hoyos-Carvajal et al. (2009)
oningiopsis
Trlc_hoc_zlerm_a KJ871194 Nova Zelandia Braithwaite et al. (2014)
koningiopsis
Trichoderma AB568373  Colombia Smith et al. (2013)
oningiopsis
'Ik'rlc_hO(_jerm_a EU279995 Colémbia Hoyos-Carvajal et al. (2009)
oningiopsis
'Ik'rlc_hO(_jerm_a EU280029 Colémbia Hoyos-Carvajal et al. (2009)
oningiopsis
Trichoderma hamatum KU738444 Austria Haas et al. (2016)
Trichoderma hamatum HM76594 Franca Anees et al. (2010)
Trichoderma hamatum KJ871162 Nova Zelandia Braithwaite et al. (2014)
Trichoderma hamatum KU738438 Austria Haas et al. (2016)
Trichoderma virens KT279006 Brasil Montoya et al. (2016)
Trichoderma virens KP747446 China Liang e Wang (2015)
Trichoderma virens AY750891 ESt?dOS Samuels (2006)
nidos
Trichoderma virens KU984428 China Tian e Zheng (2016)

Com o sequenciamento da regido do fator de elongagdo (TEF1-a) observou-Se que 0S

isolados TR1 e TR4 de Trichoderma spp. foram alocados no mesmo clado que outros isolados

da espécie Trichoderma asperellum com bootstrap igual a 100 (Figura 1). Estes isolados foram
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depositados no GenBank e tem como numero de acesso MK982653 e MN082152, para TR1 e
TRA4, respectivamente. Dessa maneira, os isolados foram identificados como pertencentes a
espécie T. asperellum.

Figura 1 - Dendrograma filogenético baseado no método Neighbour-joining, obtido a partir de
sequéncias de DNA da regido do fator de elongagéo 1-a.

72 — Trichoderma koningiopsis - EU279998
9 [ Trichoderma koningiopsis - KJ871194
100 Trichoderma koningiopsis - AB568373

Trichoderma koningiopsis - EU279995

E{ Trichoderma koningiopsis - EU280029

Trichoderma hamatum - KU738444
’77 richoderma hamatum - HMI176594
Trichoderma hamatum - KJ871162
Trichoderma hamatum - KU738438
@ Trichoderma asperellum - TR4 - MN(082152
Trichoderma asperellum - EU279961
Trichoderma asperellum - KX377622
Trichoderma asperellum - HG931218
@ Trichoderma asperellum - TRI - MK982653
Trichoderma asperellum - KP262480
Trichoderma virens - KT279006
100 Lfrichoderma virens - KP747446

100

100

og) Trichoderma virens - AY750891

20l Trichoderma virens - KU984428

0.05

A esporulagdo entre os isolados variou de 3,85x10 (TR1) a 6,31x107 (Qt) esporos/mL,
em que o isolado de T. asperellum Qt apresentou a maior esporulacdo entre os isolados. O
didametro médio final das colnias de todos os isolados de T. asperellum foi de 90 mm,
apresentando similaridade entre os mesmos, a Taxa de crescimento micelial para os isolados
TR1 e TR4 foi de 22,50 mm/dia e para o isolado Qt foi menor 19,79 mm/dia. O tamanho dos
conidios também ndo variou muito entre os isolados, a média do comprimento de 30 conidios
variou de 3,51 (Qt) a 3,85 (TR1) um e a largura entre os conidios dos diferentes isolados variou
de 3,19 (TR4) a 3,24 um (Qt). As coldnias apresentavam tons de verde para todos os isolados
de T. asperellum (TR1, TR4 e Qt).
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Tabela 4 - Caracteristicas morfologicas e fisiologicas de isolados de Trichoderma asperellum
cultivados em meio batata-dextrose-agar (BDA)

Esporo Pigmentacdo do micélio
» DC T.CM.
Isolado Esp. (107) (mm)  (mm/dia) Larg. Comp. Superior Inferior
(um)  (um)

TR1 3,85 90,00 22,50 3,29 3,85 verde acinzentado verde acinzentado
TR4 5,77 90,00 22,50 3,19 3,52  verde oliva claro verde claro
Qt 6,31 90,00 19,79 3,24 3,51  verde oliva claro verde acinzentado

Fonte: Autor. Meio de cultura BDA: Esp.: esporulacdo aos sete dias; DC: diametro médio final da col6nia. T.C.M.:
taxa de crescimento micelial; Larg.: largura; Comp.: comprimento;

3.3.2 Avaliacao do pareamento de culturas

Em relacdo ao crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum
kimberleyense, pode-se verificar que houve diferenca significativa entre os tratamentos com o
antagonista, em relacdo a testemunha (Tabela 5). No entanto, ndo houve diferenca estatistica
entre os isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt). O tratamento testemunha do
isolado L. theobromae foi 0 que apresentou o maior diametro da coldnia no quinto dia de
crescimento, ocupando toda a superficie do meio e diferenciando-se estatisticamente do P.

kimberleyense.

Tabela 5 - Crescimento micelial e percentual de inibicdo do crescimento micelial de
Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense confrontados com
isolados de Trichoderma asperellum no teste de pareamento de culturas.

Crescimento micelial (mm) % de inibicao
Tratamento  Lasiodiplodia Pseudofusicoccum Lasiodiplodia Pseudofusicoccum
theobromae kimberleyense theobromae kimberleyense

Trichoderma

45,55 Ab* 40,67 Ab 43,38 Aa 30,44 Ba
asperellum TR1
Trichoderma ) oo A 42.61 Ab 48,98 Aa 27.18 Ba
asperellum TR4
Trichoderma )5 gy A 42.44 Ab 46,80 Aa 27.41 Ba
asperellum Qt
Testemunha 90,00 Aa 58,47 Ba - -
CV(%) 12.67 10,84

*Meédias seguidas por mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Onde: CV (%) = Coeficiente de variagao.

Neste mesmo experimento, os isolados do antagonista inibiram o crescimento micelial

dos isolados causadores de cancro do tronco submetidos ao teste de pareamento de culturas,
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contudo, ndo houve diferenca estatistica entre os isolados de T. asperellum, somente entre L.
theobromae e P. kimberleyense. Nesse sentido, comparando-se os isolados de L. theobromae e
P. kimberleyense, quando confrontados com o mesmo isolado de T. asperellum, os valores de
inibicdo foram superiores para o isolado de L. theobromae. A percentagem media de inibi¢do
para o isolado de L. theobromae ficou préxima a 47% enquanto que para o isolado de P.
kimberleyense o efeito inibitério foi menor, alcancando no méaximo 30,44% quando pareado
com o isolado TR1 de T. asperellum (Figura 2).

Figura 2 - Resultados do teste de pareamento de cultura com isolados de Trichoderma
asperellum em confronto com Pseudofusicoccum kimberleyense e Lasiodiplodia
theobromae em meio BDA.

Onde: as letras correspondem aos diferentes tratamentos usados. A - Pseudofusicoccum kimberleyense; B — P.
kimberleyense x T. asperellum (TR1); C — P. kimberleyense x T. asperellum (TR4); D — P. kimberleyense x T.
asperellum (Qt); E — Lasiodiplodia theobromae; F — L. theobromae x T. asperellum (TR1); G - L. theobromae x
T. asperellum (TR4); H - L. theobromae x T. asperellum (Qt).

3.3.3 Avaliacdo de metabolitos volateis

De acordo com a Tabela 6, no teste de metabdlitos volateis, todos os tratamentos com
Trichoderma asperellum inibiram o crescimento de Lasiodiplodia theobromae e
Pseudofusicoccum kimberleyense, sendo que houve interagéo significativa entre os fatores. No
quarto dia apds a instalacdo do experimento, o0 isolado que apresentou maior crescimento
micelial foi o de L. theobromae (90 mm), que preencheu toda a superficie do meio de cultura
nesse periodo, a0 mesmo tempo o isolado de P. kimberleyense cresceu somente 64,59 mm.
Quanto a inibi¢do do crescimento micelial, os metabdlitos volateis produzidos pelo isolado T.
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asperellum TR4 quando colocados em contato com o isolado de L. theobromae foram os que
apresentaram menor percentual de inibicdo (7,14%), sendo este resultado diferente ao
observado para o isolado de P. kimberleyense pois o maior percentual de inibicdo do
crescimento micelial foi obtido quando ele foi confrontado com o isolado TR4 de T. asperellum
(29,85%) (figura 3).

Tabela 6 - Crescimento micelial e percentagem de inibicdo de crescimento micelial
Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense, crescidos na
presenca de metabdlitos volateis de isolados de Trichoderma asperellum, in vitro (25
+ 2 °C — fotoperiodo de 12 h).

Crescimento micelial (mm) % de inibicao
Tratamento Lasiodiplodia Pseudofusicoccum Lasiodiplodia Pseudofusicoccum
theobromae kimberleyense theobromae kimberleyense
Trichoderma 65,44 Ac* 53,25 Bb 27,29 Aa 17,56 Bb
asperellum TR1
Trichoderma 83,57 Ab 45,31 Bc 7,14 Bb 29,85 Aa
asperellum TR4
Trichoderma 77,57 Ab 54,18 Bb 13,81 Ab 16,11Ab
asperellum Qt
Testemunha 90,00 Aa 64,59 Ba - -
CV (%) 6,85 20,76

*Meédias seguidas da mesma letra maiGscula na linha e minuscula na coluna nao diferem significativamente entre
si, a 5% de probabilidade de erro, pelo Teste de Skott-Knott. Onde: CV (%) = Coeficiente de variagao.

Figura 3 - Resultados do teste de metabolitos volateis com isolados de Trichoderma asperellum
na inibicdo do crescimento micelial de Pseudofusicoccum kimberleyense e
Lasiodiplodia theobromae em meio BDA.
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Onde: As letras correspondem aos diferentes tratamentos usados. A — Lasiodiplodia theobromae; B — L.
theobromae x T. asperellum (TR1); C - L. theobromae x T. asperellum (TR4); D - L. theobromae x T. asperellum
(Qt). E - Pseudofusicoccum kimberleyense; F — P. kimberleyense x T. asperellum (TR1); G — P. kimberleyense x
T. asperellum (TR4); H — P. kimberleyense x T. asperellum (Qt);

3.3.4 Metabdlitos ndo volateis dos isolados de Trichoderma asperellum na inibicdo do
crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense

Na reducéo do crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae, no geral, os melhores
resultados foram oriundos dos filtrados de cultura obtidos por meio da condicdo 8 de
desenvolvimento dos isolados de Trichoderma asperellum, sendo as variaveis de cultivo: pH 5,
Agitacdo 100 rpm, Sacarose 50 g/L, concentragdo indculo 10° esporos/mL (Tabela 7). A maior
reducdo foi alcancada pelo filtrado do isolado TR1, que se diferenciou estatisticamente dos
demais e reduziu o crescimento micelial de L. theobromae em 49,12%.

Para os filtrados obtidos do isolado Qt de T. asperellum, as condigdes 2 e 3 tambem
mostraram reducdo do crescimento micelial acima de 40%, maior, inclusive do que para a
condicdo 8, para o isolado TR1 observou-se reducdo do crescimento micelial acima de 40%
para a condicdo 5 e 6, e para o isolado TR4, para a condicdo 5, ou seja a condicdo de cultivo
para obter o filtrado com maior efeito antifungico varia conforme o isolado, e podemos eleger
a condicdo 8 como a melhor, por mostrar maior estabilidade na producao de filtrados com efeito
antifangico.

Para Pseudofusicoccum kimberleyense, novamente se destaca a condi¢do 8 como a que
mais diminuiu o crescimento micelial do patdgeno in vitro (tabela 8 e figura 4). Quando
avaliados os filtrados de cultura obtidos do isolado TR1 de T. asperellum, a condicdo 8 (pH 5,
Agitacdo 100 rpm, Sacarose 50 g/L, concentragao indculo 10° esporos/mL) foi a Ginica condigéo
que gerou filtrados com acéo antifingica. Esse patdgeno demonstrou menor sensibilidade aos
filtrados de cultura, obtidos dos isolados de T. asperellum do que de L. theobromae, sendo que
0 Unico com percentagem de inibicdo acima de 40% foi o filtrado obtido da condicdo 8 do

cultivo do isolado Qt de T. asperellum.
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Tabela 7 - Efeito dos filtrados de cultura de diferentes isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no crescimento micelial (mm) e na

percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (%) de Lasiodiplodia theobromae.

Agitacdo  Sacarose Crescimento micelial (mm) Inibicdo (%)
Trat pH Esporos [ ]
(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 10’ 63,84 Bd* 90,00 Aa 52,39Ce 29,07Bb 0,00Cd 41,79 Ab
2 7 180 50 10° 66,77 Bd 90,00 Aa 47,40Ce 2581Bb 0,00Cd 47,33 Aa
3 7 180 100 10° 90,00 Aa 90,00 Aa 47,34Be 0,00Bd 0,00Bd 47,40 Aa
4 5 180 100 10’ 90,00 Aa 90,00 Aa 88,06 Aa 0,00Bd 0,00Bd 2,16 Af
5 7 100 100 107 4982Cc 5297Bd 71,19 Ac 4464Aa 41,14Aa 20,90Bd
6 5 180 50 10’ 4854Bc 7518 Ab 77,50 Ab 46,07 Aa 16,47 Bc 13,89 Be
7 5 100 100 10° 81,12Cb 59,11Bc 86,09Aa 9,87Bc 34,32Ab 4,34 Cf
8 5 100 50 10° 45,79 Bd 51,48 Ad 50,66 Ae 49,12 Aa 42,80Ba 43,71Bb
9 6 140 75 106 90,00 Aa 90,00 Aa 64,00Bd 0,00Bd 0,00Bd 28,89 Ac
10 6 140 75 106 90,00 Aa 90,00 Aa 65,79Bd 0,00Bd 0,00Bd 26,90 Ac
11 6 140 75 106 90,00 Aa 90,00 Aa 63553Bd 0,00Bd 0,00Bd 29,41 Ac
Testemunha 90,00 Aa 90,00 Aa 90,00 Aa -
CV (%) 8,50 13,15

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

*[ ]: Concentragéo de esporos
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Tabela 8 - Efeito dos filtrados de cultura de diferentes isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no crescimento micelial (mm) e na
percentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (%) de Pseudofusicoccum kimberleyense.

Agitacdo  Sacarose Crescimento micelial (mm) Inibicdo (%)
Trat pH Esporos [ ]
(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 10’ 90,00 Aa* 87,54 Aa 73,71Bb 0,00Bb 0,00Bc 15,79 Ab
2 7 180 50 10’ 90,00 Aa 90,00Aa 78,75Bb 0,00Bb 0,00Bc 10,03 Ac
3 7 180 100 10° 90,00 Aa 82,22Ba 90,00 Aa 0,00Bb 6,06 Ab 0,00 Bd
4 5 180 100 10’ 90,00 Aa 90,00 Aa 90,00 Aa 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ad
5 7 100 100 10’ 90,00 Aa 90,00 Aa 90,00 Aa 0,00 Ab 0,00 Ac 0,00 Ad
6 5 180 50 107 90,00 Aa 90,00 Aa 90,00Aa 0,00Ab 0,00Ac  0,00Ad
7 5 100 100 10° 90,00 Aa 79,94Bb 90,00 Aa 0,00Bb 8,67 Ab 0,00 Bd
8 5 100 50 10° 79,71 Ab 76,23 Ab 4582Bc 893Ca 129Ba 47,65 Aa
9 6 140 75 106 90,00 Aa 88,33Aa 90,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ad
10 6 140 75 106 90,00 Aa 89,21 Aa 90,00Aa 0,00Ab 0,00Ac  0,00Ad
11 6 140 75 106 90,00 Aa 89,61 Aa 90,00Aa 0,00Ab 0,00Ac 0,00Ad
Testemunha 87,53 Aa 87,53 Aa 87,53 Aa -
CV (%) 5,66 20,27

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
*[ ]: Concentragéo de esporos
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Figura 4 - Crescimento micelial de Pseudofusicoccum kimberleyense e Lasiodiplodia
theobromae crescidos em contato com filtrados de cultura obtidos de diferentes
isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) que apresentaram maior
atividade antiflngica.

Onde: A - Testemunha Pseudofusicoccum kimberleyense; B - P. kimberleyense x Filtrado de Trichoderma
asperellum (TR1) na condigéo 8; C - P. kimberleyense x Filtrado de T. asperellum (TR4) na condi¢do 8; D - P.
kimberleyense x Filtrado de T. asperellum (Qt) na condicdo 8; E - Testemunha Lasiodiplodia theobromae; F — L.
theobromae x Filtrado de T. asperellum (TR1) na condicdo 8; G - L. theobromae x Filtrado de T. asperellum (TR1)
na condi¢do 6; H - L. theobromae x Filtrado de T. asperellum (Qt) na condigéo 8.

3.3.5 Atividade da enzima quitinase

Os resultados da biomassa fungica e a atividade enzimatica da quitinase obtida na
execucdo dos 11 tratamentos da matriz de Plackett-Burman, para os diferentes isolados de
Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) estdo apresentados na Tabela 9. O tratamento com
0s menores valores de biomassa para todos os isolados de Trichoderma asperellum foi o T2,
cujas variaveis independentes foram, pH 7, Agitacdo 180 rpm, Sacarose 50 g/L e concentracdo

de indculo de 10° esporos/mL.
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Tabela 9 - Biomassa seca acumulada e atividade da enzima quitinase dos filtrados de cultura dos isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4
e Qt) em funcdo dos tratamentos em meio de cultura liqguido compostos por sacarose, &gua de maceracao de milho (AMM), extrato de
levedura (EL), concentragéo de esporos, agitacdo do meio e o potencial de hidrogénio (pH) ajustado para cada tratamento.

Agitacdo  Sacarose Biomassa seca (g/L) Atividade quitinase (Ul/mL)
Trat pH Esporos [ ]

(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 107 26,70 Ab* 12,44Bb 13,79Bb 0,09 Ad 0,04 Bb 0,02 Bf
2 7 180 50 10° 2565 Ab 7,26 Bb 12,25 Bb 0,71 Aa 0,04 Bb 0,07 Af
3 7 180 100 10° 3464 Aa  26,34Ba 37,090 Aa 0,26 Ac 0,13 Ba 0,17 Bd
4 5 180 100 10’ 3430 Aa 28,18 Aa 32,23Aa 0,35Ab 0,04 Cb 0,29 Bc
5 7 100 100 10’ 34,09 Aa 32,43 Aa 36,20 Aa 0,03 Be 0,06 Bb 0,45 Ab
6 5 180 50 10’ 25,78 Ab 11,17Bb  14,19Bb 0,63 Ba 0,03Cb 0,86 Aa
7 5 100 100 10° 40,87 Aa 22,42Ba 30,06 Ba 0,11 Ad 0,06 Bb 0,13 Ae
8 5 100 50 10° 26,41 Ab 24,59 Aa 19,43 Ab 1,13 Aa 0,03Cb 0,56 Bb
9 6 140 75 10° 26,22 Ab 2459Aa 17,89Ab 0,33 Ab 0,13 Ba 0,06 Cf
10 6 140 75 10° 29,48 Ab 23,79 Aa 21,13Ab 0,33 Ab 0,11 Ba 0,06 Cf
11 6 140 75 10° 26,91 Ab 2448Aa 21,97Ab 0,34 Ab 0,11 Ba 0,06 Cf

CV (%) 22,45 13,65

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
*[ ]: Concentragéo de esporos
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A quantidade de biomassa produzida por esse tratamento foi de 7,26, 12,25 e 25,65 g/L,
para os isolados de T. asperellum TR1, Qt e TR4, respectivamente. O maior acimulo de
biomassa fangica foi no T7 (pH 5, Agitacdo 100 rpm, Sacarose 100 g/L e concentracdo de
esporos de 10°) com valor de 40,87 g/L para o isolado de T. asperellum TR1; enquanto que para
0 isolado TR4 foi o T5, com biomassa acumulada de 32,43 g/L; e para Qt foi o T3, com 37,09
g/L. Dentre os isolados, TR1 foi o que produziu a maior quantidade de biomassa fingica
durante as fermentagdes, diferenciando-se dos demais na maior parte das condi¢des de cultivo
testadas.

Os filtrados de cultura apresentaram atividade enzimatica da quitinase, variando de 0,02
a 1,13 Ul/mL. O isolado de T. asperellum TR4 foi o0 que teve menor atividade enzimatica,
variando de 0,03 (T6 e T8) a 0,13 UI/mL (T3 e T9), enquanto o isolado TR1 apresentou 0s
valores mais elevados de 0,03 Ul/mL (T5) atingindo o maior valor encontrado para todos 0s
isolados (1,13 Ul/mL) para o tratamento T8. Ja Qt demonstrou a maior atividade enzimatica no
tratamento T6 com 0,86 Ul/mL, diferenciando-se dos demais valores obtidos para o isolado,
sendo aproximadamente o dobro do segundo maior valor encontrado (T8 = 0,56 Ul/mL).

3.3.6 Andlise cromatografica dos compostos presentes no filtrado de cultura dos isolados
de Trichoderma asperellum

A melhor condicdo para a producéo de filtrados de Trichoderma asperellum com acao
inibitéria no crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum
kimberleyense (SM21) foi a 8 (pH 5, agitacdo de 100 rpm, 50 g/L de sacarose e 10°
conidios/mL). Dessa forma, foi realizada a identificacdo dos compostos presentes nesse filtrado
de cultura, por meio de cromatografia gasosa. Na Tabela 10 estdo apresentados 0s compostos
extraidos pelos diferentes solventes utilizados na extracdo liquido-liquido, com excecdo do
solvente acetato de etila que ndo extraiu nenhum composto que demonstrasse acdo bioativa
conhecida.

Cada solvente extrai compostos diferentes, devido principalmente as diferencas de
polaridade existente entre eles. Na extracdo com metanol e etanol € possivel observar
compostos que possuem na sua cadeia grupos hidroxilas, pois esses solventes sao compostos
polares ou medianamente polares, assim como as hidroxilas. Além de hidroxilas, esses
solventes também extrairam derivados de pironas, de acidos dicarboxilico e de acidos graxos.

Por outro lado, a utilizacdo de hexano como extrator permitiu a identificacdo de outros grupos
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de compostos, como os alcanos, hidrocarbonetos e compostos com anéis aromaticos, esse

solvente também extraiu compostos hidroxilas e acidos graxos, contudo em menor proporcao.

Tabela 10 - Identificacdo e percentagem dos compostos presentes no filtrado de cultura de
Trichoderma asperellum extraidos com os solventes etanol, metanol e hexano.

Etanol Metanol Hexano
Nomenclatura luapac RT Area % RT Area % RT Area
(min) (min) (min) %
Isolado TR1
Hidroxilas
1,3-Propanediol, 2-(hydroxymethyl)-2-nitro- 5,055 8,390 - - - -
2,7-dimethyl-4,5-octandiol 12,293 4,160 - - - -

Acidos graxos
21,893 21,77 23,514 19,510 - -

Hexadecanoicacid, 2-hydroxy-1-

(hydroxymeth
9-Octadecenamide 24,094 4,460 - - - -
Derivados do pirano e compostos biologicamente ativos
4H-Pyran-4-one, 2-hydroxy-3-methyl- 6,957 11,432 - - - -
Propanoicacid, silver(1+) salt - - 5,224 5,210 - -

Isolado TR4
Acidos graxos

21,896 5579 16,564 11,87 - -

Hexadecanoicacid, 2-hydroxy-1-

(hydroxymeth
Octadec?ﬁ%(;‘zigjr}]itﬂ;/flroxy 1 21802 8491 i i i i
9-Octadecenamide 22,139 3,240 - - - -
Pentadecanoicacid 17,479 5,173 - - - -
11-Octadecenoic acid, methylester, - - 18,302 2,870 - -
Hexatriacontane - - - - 21,668 44,771
Derivados do pirano e compostos biologicamente ativos

4H-Pyran-4-one, 2-hydroxy-3-methyl- 6,190 7,080 - - - -
2,3—D|hydro—3,S—S;/tg(rj]tzxy—(i—methyIAH— 7161 4930 7160 5,201 i i
Propanoicacid, silver(1+) salt - - 5,049 3,010 - -
Celidoniol, deoxy - - 40,288 6,223 - -

Isolado Qt

Hidroxilas
DL-Methyltartronic acid 3,065 2,251 - - - -
2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 5-methyl- - - 6,183 4,602 - -
Guanosine - - 12,294 6,641 - -

Acidos graxos

Hexadeca(r;](;lé:raoc)l((}j/, m2e'[hhydroxy 1 23514 3020 i i i i
Octadecanoicacid, 2-hydroxy-1- 18300 1,851 i i i i

(hydroxymethyl
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9-Octadecenamide 24,082 4,390 - - - -
Hexadecanoicacid, methylester - - 16,564 10,560 - -
11-Octadecenoic acid, methylester, - - 23,504 3,552 - -
Derivados do pirano e compostos biologicamente ativos
4H-Pyran-4-one, 2-hydroxy-3-methyl- 6,211 7,510 - - - -
2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H- 7161 2,558 i i i i
pyran-4
Propanoicacid, 1-methylethyl ester - - - - 7,413 0,610

3.4 DISCUSSAO

No trabalho foram obtidos isolados de Trichoderma spp. de um pomar de nogueira-
pecd, que foram caracterizados morfologicamente e molecularmente. Além disso, sdo
abordados diferentes mecanismos pelos quais os isolados de Trichoderma asperellum (TR1,
TR4 e Qt) podem agir no controle de fungos fitopatogénicos, sendo para tanto, realizados
diferentes testes.

As coloracdes apresentadas pelos isolados utilizados no presente estudo sdo similares
as descritas por Singh e Sharma (2020), que estudando 15 isolados diferentes de Trichoderma,
relataram cores que variaram de tons de branco, verde claro e verde escuro, e rapido crescimento
micelial em meio de cultivo BDA. Segundo Saito et al. (2009) a coloracdo da col6nia é
especialmente influenciada pela quantidade de conidios e sua pigmentacdo, dessa forma, a
coloracgdo da colonia podera exibir varios tons de verde, as vezes muito claro, devido a pouca
esporulacdo. E importante salientar que as caracteristicas morfoldgicas dos isolados de
Trichoderma spp. estdo mais ligadas a natureza do microrganismo do que as condi¢des que 0S
conidios estdo submetidos (MILAN et al., 2015). Contudo, com o avancgo da analise molecular,
a caracterizacdo morfologica tornou-se complementar.

Dessa forma, nesse estudo procedeu-se com a analise molecular dos isolados obtidos
através de diluicdo seriada do solo, sendo que ambos foram identificados como Trichoderma
asperellum. Lazarotto (2016) por meio do fator elongacdo também identificou isolados de
Trichoderma de diferentes espécies, que foram alocadas em clados com sequéncias de T.
atroviride, com “bootstrap” variando de 86 a 99%. Segundo Samuels (2006) o fator de
elongacao é eficiente na identificacdo de espécies de Trichoderma, uma vez que é uma regido
com maior variacdo que a ITS (Internal Transcribed Spacer), refletindo melhor as diferencas

entre espécies e intraespecificas. Os resultados do presente trabalho sdo positivos, ja que foi
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possivel identificar as espécies de Trichoderma utilizando apenas o sequenciamento do fator de
elongagdo, com “bootstrap” de 100%.

Apds a identificacdo dos isolados, foi realizado o teste de confronto direto, neste, os
microrganismos competem por nutrientes e espaco, onde aquele que for mais rapido em utilizar
0s recursos disponiveis, multiplica-se e coloniza rapidamente o meio de cultivo, se sobressaindo
sobre o outro. Esse processo é semelhante ao que ocorre no solo, quando Trichoderma coloniza
rapidamente a rizosfera impedindo que o microrganismo patogénico ataque a planta.

Os valores de inibicdo variaram de 27,41% (TR4 x SM21) a 48,98% (TR4 x S6), em
que a maior reducdo do crescimento micelial foi para Lasiodiplodia theobromae (S6) em
comparagdo com Pseudofusicoccum kimberleyense (SM21). Esse fato se explica, pelo
crescimento micelial de L. theobromae ser maior no mesmo periodo de tempo, e assim o
micoparasitismo entre ele e os isolados de T. asperellum estar ocorrendo de forma mais
acentuada no momento da avaliacdo do experimento, enquanto que para P. kimberleyense, o
principal mecanismo que estava agindo ainda era a antibiose.

Os isolados de T. asperellum ndo apresentaram diferenca estatistica entre si em relacao
ao controle in vitro para o mesmo isolado fitopatogénico, devido principalmente, ao fato desses
isolados serem da mesma espécie, e por isso apresentarem crescimento micelial semelhante.
Quando cultivados em meio liquido, os isolados de T. asperellum produziram maior biomassa
seca, nos tratamentos com maior quantidade de sacarose adicionada ao meio, isso se deve ao
fato da sacarose ser fonte de energia para o desenvolvimento fungico. O meio liquido também
permitiu que T. asperellum produzisse quitinase, uma importante enzima liberada por fungos
desse género.

Durante o parasitismo, Trichoderma libera enzimas que hidrolisam a parede celular dos
fungos fitopatogénicos e, entre essas enzimas esta a quitinase (MALLIKHARJUNA RAO;
SILVA RAJU; RAVISANKAR 2016). No presente estudo, a atividade da quitinase foi
quantificada nos filtrados de cultura, testados na inibi¢do do crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos, pois a quitina faz parte da composicao da parede celular de fungos da familia
Botryosphaeriaceae (KAMIL et al., 2018). A atividade maxima da quitinase foi 1,13 Ul/mL
para o isolado TR1 e de 0,86 UI/mL para o isolado Qt nos tratamentos 8 e 6, respectivamente.

Além da quitinase, os isolados de T. asperellum cultivados em meio liquido produziram
compostos com potencial fungicida e de inducéo de respostas de defesa em plantas. A antibiose
é um importante mecanismo de acdo, em que 0 antagonista libera metabdlitos volateis e/ou ndo-
volateis que inibem ou impedem o desenvolvimento de outros microrganismos que foi

explorado no presente estudo. Nesse sentido, osisolados de T. asperellum produziram



75

compostos com potencial antifungico em meio liquido, e estes que estavam presentes nos
filtrados de cultura, inibiram o crescimento micelial dos patdgenos na placa de Petri em
percentagens variaveis. As maiores percentagens de inibicdo do crescimento micelial, foram
obtidas para os filtrados oriundos do isolado TR1 no controle de L. theobromae, sendo a maior
inibicdo de 49,12%.

Durante o crescimento dos isolados de T. asperellum em meio de cultivo liquido, os
nutrientes eram utilizados para seu desenvolvimento e o fungo liberava metabolitos secundérios
no meio, responsaveis pela inibicdo do crescimento dos patdgenos observados na presente
pesquisa. Em experimentos semelhantes, Mishra et al. (2011) observaram que 0s compostos
nao volateis, obtidos de filtrados de cultura de Trichoderma viride, inibiram o crescimento de
Rhizoctonia solani, Colletotrichum capsici, Sclerotinia rolfsii e Macrophomina phaseolina. Por
outro lado, os filtrados de cultura obtido de diferentes espécies de Trichoderma cultivadas em
meio Batata Dextrose, e adicionados ao meio de cultivo de Botryodiplodia palmarum em
diferentes concentracdes (10, 20 e 30%), inibiram o crescimento micelial do patégeno entre
4,38-78,08%. Sendo que, na proporcdo de 10%, como a utilizada na presente pesquisa, a
inibicdo variou de 4,38-4110%, sendo esses resultados semelhantes aos obtidos no presente
estudo (TAPWAI & PANDEY 2016). Em outros trabalhos esse efeito variou conforme a
espécie fungica, como no trabalho realizado por Adebesin et al. (2009). Nesse estudo, 0s autores
avaliaram o efeito de filtrados de cultura de diferentes isolados de T. asperellum no crescimento
micelial das espécies Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae e Lasiodiplodia theobromae,
sendo que para L. theobromae nédo ocorreu inibicdo do crescimento micelial, e para as demais
espécies a inibicdo variou conforme o isolado de T. asperellum.

Para avaliar a composicdo dos metabolitos volateis presentes nos filtrados de cultura foi
realizada a andlise cromatografica, e a partir disso verificou-se que mesmo sendo da mesma
espécie fungica, os isolados produziram metabolitos diferentes. Nesse sentido,
Sivasithamparam e Ghisalberti (1998) comentam que a mesma espécie de Trichoderma pode
produzir compostos diferentes e, por outro lado, diferentes espécies de Trichoderma podem
originar o mesmo composto. Essa diferenca na producdo de compostos estd diretamente
relacionada ao microrganismo, ao ambiente (pH e temperatura) e ao substrato no qual é
realizado o cultivo, e isso também interfere nos percentuais de inibi¢cdo encontrados com a
utilizacdo dos filtrados de cultura (SANCHEZ et al., 2019).

Metanol e etanol sdo considerados compostos polares, por isso nessas amostras foram

estraidas as hidroxilas, que apresentam o grupo funcional -OH solGveis nesse tipo de solventes,
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(MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). Segundo Resende et al. (2003) as hidroxilas, sdo
espécies ativas de oxigénio que desempenham resposta de defesa das plantas ao reconhecer um
ataque patogénico, ativando o sistema de sinalizacdo imunolégica da planta. Esses solventes
também extrairam &cidos graxos, apesar deste composto ser considerado apolar, pois a parte da
cadeia ligada ao grupo carboxila (COOH) é polar devido a presenca de O eletronegativo, e por
isso 0 composto foi soluvel nesses solventes. Conforne Pohl et al. (2011) os acidos graxos tém
acdo antimicrobiana sobre fungos, principalmente na membrana celular, aumentando a fluidez
da mesma, resultando em desorganizagéo generalizada, que leva a alteragcdes conformacionais
e extravasamento dos componentes intracelulares.

Dentre os compostos extraidos produzidos pelos isolados de T. asperellum, alguns se
destacam por terem acdo bioativa conhecida. Entre eles estdo o acido hexadecandico e alfa-
humuleno, descritos como inseticidas, enquanto outros tém acdo antimicrobiana, como é o caso
de derivados do pirano, Celidoniol, deoxy, Pentadecanoicacid, 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-
methyl, Propanoicacid, 1-methylethyl ester e acido 9-octadecenoico (BENELLI et al., 2018;
LEE et al., 2007; BARRETO & VOOTLA, 2018; CHHOUK et al., 2018; ROGALSKA, 2021;
FOO et al., 2015; WALTERS et al., 2004; ALI et al., 2017).

Apesar da identificacdo dos compostos bioativos nas amostras, a maior parte dos
metabolitos (propor¢do maior que 40%) é composto por 2-Furancarboxaldehyde, 5-
(Hydroxymetil), esse composto € um furano derivado da degradacdo de agucares, no caso da
presente pesquisa da sacarose (KUCHEROV et al., 2018). Esse dado ndo esta apresentado na
tabela, por se tratar de um composto do meio de cultivo e ndo do metabolismo do fungo. Jobstl
et al. (2010) comentam que o0 metabolito é formado por reducbes e degradacGes
catalisadas por acidos, esses processos podem ter ocorrido durante o crescimento fungico ou
durante o armazenamento das amostras. 1sso demonstra que durante o cultivo de T. asperellum,
nem toda a sacarose empregada no meio foi aproveitada no desenvolvimento fungico, sendo
esse um fator que explica a variabilidade nos resultados da inibicédo de crescimento micelial dos

patdgenos.

3.5 CONCLUSAO

Dessa maneira, conclui-se que os isolados de Trichoderma asperellum diminuiram o
crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae e Pseudofusicoccum kimberleyense no teste
de pareamento de culturas, bem como por metabdlitos ndo volateis. Das condi¢Ges de

crescimento testadas a que gerou filtrados de cultura com maior potencial fungicida foi a 8 (20



77

g/L de Agua de Maceracéo de Milho (AMM), extrato de levedura 7,5 g/L, pH 5, Agitacdo 100
rpm, Sacarose 50 g/L, concentracédo de indculo 10° esporos/mL). Os isolados de Trichoderma
asperellum produziram quitinase e quando cultivados em meio liquido produziram compostos
com potencial fungicida. Compreender os diferentes mecanismos de biocontrole com que 0s
isolados de T. asperellum atuam sobre os agentes fitopatogénicos, leva a uma aplicacdo mais
eficiente desses agentes de controle biol6gico. Em vista disso, 0s mecanismos de biocontrole

sdo complexos e sua agdo sinérgica resultou no controle dos patdgenos in vitro.
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4 CAPITULO Il - ACAO in vitro DE Trichoderma asperellum E DE METABOLITOS
BIOATIVOS EM PATOGENOS DO GENERO Fusarium spp.

O cultivo de nogueira-peca [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch.] estd em expanséo no
Rio Grande do Sul e com isso houve aumento da incidéncia e do relato de doencas para a
espécie. Entre as doencas identificadas, esta a podridao de raizes causada por Fusarium spp. O
controle de fungos fitopatogénicos, que sobrevivem no solo € dificil de ser obtido, sendo o
controle através de antagonistas, como Trichoderma spp., uma forma viavel. Assim, o objetivo
do trabalho foi analisar diferentes formas de acdo de Trichoderma asperellum no controle de
Fusarium spp. in vitro e identificar a melhor condicdo de cultivo de T. asperellum para a
producéo de compostos com acgao fungicida sobre Fusarium spp. A acdo antagonica foi avaliada
por pareamento de culturas, metabdlitos volateis e ndo volateis. Para os metabdélitos ndo volateis
foi feita a determinacédo da forma de cultivo em meio liquido que produzisse o filtrado de cultura
com maior atividade antifingica, para tanto testou-se pH (5, 6 e 7), agitacdo (100, 140 e 180
rpm), quantidade de sacarose (50 ,75 e 100 g/L) e concentracdo inicial de indculo (10° 10%e
107), além do meio ser constituido, sem variagio por 20 g/L de Agua de Maceragio de Milho
(AMM), extrato de levedura 7,5 g/L. A inibicdo do crescimento micelial avaliada no
pareamento de culturas variou de 10,38% (F18xTR1) a 43,17% (F20xTR4), ja para 0S
metabolitos volateis a inibicdo foi menor, alcancando valores de no méaximo 14,54%
(F20xTR4). Quanto aos metabolitos ndo volateis a condicdo 8 de crescimento (pH 5, Agitacao
100 rpm, Sacarose 50 g/L, concentracdo indculo 10° esporos/mL) para obtencéo de filtrados de
cultura, foi a que mais se destacou na inibicdo do crescimento micelial das diferentes espécies
de Fusarium spp. estudadas, pois demonstrou maior estabilidade, mesmo quando eram
alterados os isolados de Fusarium spp. e de T. asperellum. T. asperellum inibiu o crescimento
de Fusarium spp., tanto no pareamento de culturas, como por metabolitos volateis e metabdlitos
ndo volateis, demonstrando potencial para o controle dos patdgenos causadores de podriddo de
raizes em nogueira-peca.

Palavras-chave: podridao de raizes. Pareamento de culturas. Metabolitos volateis. Metabdlitos
ndo volateis.

In vitro ACTION OF Trichoderma asperellum AND BIOACTIVE METABOLITES IN
PATHOGENS OF THE GENDER Fusarium spp.

Pecan cultivation [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch.] is expanding in Rio Grande do
Sul and with this there has been an increase in the incidence and reporting of diseases for the
species. Among the diseases identified is root rot caused by Fusarium spp. The control of
phytopathogenic fungi, which survive in the soil, is difficult to obtain, being the control through
antagonists, such as Trichoderma spp., a viable form. Thus, the objective of the work was to
analyze different forms of action of Trichoderma asperellum in the control of Fusarium spp. in
vitro and to identify the best cultivation condition of T. asperellum for the production of
compounds with fungicidal action on Fusarium spp. The antagonistic action was evaluated by
matching cultures, volatile and non-volatile metabolites. For the non-volatile metabolites, the
determination of the form of culture in liquid medium that produced the culture filtrate with
greater antifungal activity was done, for this purpose, pH (5, 6 and 7), agitation (100, 140 and
180 rpm), amount of sucrose (50, 75 and 100 g/ L) and initial inoculum concentration (10°, 10°
and 107), in addition to the medium being constituted, without variation by 20 g L of Corn
Maceration Water (CMW), yeast extract 7,5 g/L. The inhibition of mycelial growth evaluated
in the dual culture ranged from 10,38% (F18xTR1) to 43,17% (F20xTR4), whereas for volatile
metabolites the inhibition was lower, reaching values of a maximum of 14,54% (F20xTR4). As
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for the non-volatile metabolites, the condition 8 of growth (pH 5, Agitation 100 rpm, Sucrose
50 g/L, inoculum concentration 10° spores/mL) to obtain culture filtrates, was the one that stood
out the most in the inhibition of mycelial growth of the different species of Fusarium spp.
studied, as it demonstrated greater stability, even when the isolates of Fusarium spp. and T.
asperellum. T. asperellum inhibited the growth of Fusarium spp., both in the pairing of cultures,
as by volatile and non-volatile metabolites, demonstrating potential for the control of pathogens
that cause root rot in pecan.

Keywords: Root rot. Crop matching. VVolatile. Non-volatile metabolites.

4.1 INTRODUCAO

A nogueira-pecé (Carya illinoinensis) foi introduzida no Brasil por imigrantes norte-
americanos em 1865. Nos Ultimos anos, a area com plantios se expandiu devido principalmente
ao aumento do valor pago pela noz (WELLS, 2017). Na safra de 2016/2017 foram produzidos
5453 t, sendo o Rio Grande do Sul responsavel por 41,48% com 2135 hectares colhidos (IBGE,
2018). Contudo, com o crescimento da area plantada também se observou o0 aumento da
incidéncia e do relato de doencas para a cultura.

Nesse sentido, Fusarium spp. foi descrito como patdgeno associado a perdas nos
viveiros produtores de mudas de nogueira-pecd. O patdgeno ataca as plantas causando o
apodrecimento de raizes e como sintomas reflexos, a deficiéncia nutricional, murcha da parte
aerea e necrose foliar. Em sementeira, ha relatos de perdas de até 10% das plantulas e quando
0os danos do patdgeno estendem-se para 0 campo, as plantas atacadas possuem o
desenvolvimento inicial reduzido (LAZAROTTO et al., 2014). Por serem fungos agressivos,
pouco especificos e cosmopolitas, o controle de Fusarium spp. é dificil de ser obtido
(SUMERELL et al., 2010). Os métodos de controle empregados apresentam resultados
insatisfatdrios principalmente, quando utilizados isoladamente. Por isso, o controle biolégico é
uma ferramenta que pode somar no manejo integrado de doengas (ROMEIRO, 2007).

Fungos do género Trichoderma estdo entre 0s microrganismos que atuam no controle
biolégico de uma ampla gama de fitopatdgenos, seja pela habilidade de inibir diretamente as
estruturas fngicas, por meio do parasitismo, predacao ou antibiose, ou pela colonizacdo das
superficies radiculares e do solo rizosférico, aumentando o crescimento da planta (promocéo
de crescimento), a disponibilidade de nutrientes e induzindo a resisténcia da planta a doencas
(JEGATHAMBIGAI et al., 2010; CHEN et al., 2016). Trichoderma spp. pode agir contra o
fitopatdgeno por um ou mais mecanismos de acéo, o que garante maior estabilidade de controle
e um amplo espectro de acdo (MEDEIROS et al., 2018).
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Apesar de eficiente, o controle biolégico enfrenta entraves para sua utilizagdo. Entre
eles pode-se destacar a dificuldade de armazenamento, dificuldades de estabilidade da
formulacdo, possivel incompatibilidade entre ingredientes gerando dificuldades na aplicacéo in
vivo (MACHADO et al., 2012). Dessa forma, segundo Vinale et al (2008), a utilizacdo de
bioprocessos que deixariam o processo de formulagdo mais eficiente, sem necessariamente
manter 0 microrganismo Vvivo, otimizaria as potencialidades dos bioprodutos gerados, tanto no
controle de fitopatdgenos, quanto na promocao de crescimento das plantas. Esses bioprodutos
podem ser produzidos a baixo custo e em grandes quantidades, tendo maior facilidade de
aplicacao in vivo.

Uma forma de obtencédo desses bioprodutos é por fermentagdo submersa. Nesse caso, 0
microrganismo é cultivado em meio liquido, no qual, além do crescimento de suas estruturas
vegetativas e de reproducéo, ha liberacdo de substancias e enzimas que podem ser empregadas
para os mais diversos fins, entre eles a indugdo de resisténcia, controle de fitopatdgenos e
promogdo de crescimento de plantas (VINALE et al., 2014). Dessa forma, 0 objetivo do
trabalho foi avaliar o potencial antagonista dos isolados de Trichoderma asperellum in vitro
sobre Fusarium spp., por meio do pareamento de culturas, metabolitos volateis e metabdlitos

nao volateis.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Origem dos isolados fangicos

Para os experimentos foram utilizados trés isolados de Trichoderma asperellum e trés
de Fusarium spp. Quanto aos isolados de T. asperellum, um foi obtido de suspenséo de esporos
de uma formulagdo comercial com 2 x 10° conidios por mL plaqueada para 0 meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) (codificado como Qt) e dois de solo rizosférico de um pomar de plantas
adultas de nogueira-pecd obtidos por meio de diluigdo seriada até 10 (codificados como TR1
e TR4) (Capitulo 1). Os isolados de Fusarium spp., causadores de podridao de raizes, estavam
armazenados em solucdo salina na micoteca do Laboratorio de Fitopatologia Elocy Minussi da
Universidade Federal de Santa Maria, e identificados como Fusarium oxysporum, F. equiseti e
F. graminearum, codificados como “F17, F18 e F20”, respectivamente (Tabela 1). A
identificacdo morfoldgica, molecular e patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. foram

realizadas no estudo de Lazarotto (2013).
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Tabela 1 - Espécie e codificagdo dos isolados, coordenadas (GMS) do local de coleta e cddigo
de deposito do GenBank/produto

Espécie e codificacdo do  Coordenadas (GMS) do  Cddigo GenBank  Cddigo

isolado local de coleta (TEF - 1o)/Produto  Sisgen
Trichoderr_ln_; fsperellum ;39:233(2)95 IS(_) MK982653 A32646D
Trichoderr_ln_; 21sperellum 539:233(2)95 186 MN082152 A32646D
Trichoderm(gtasperellum i URM - 5911 -
Fusarium oxysporum B KF022242  AFD5702
Fusa”“F"I;q“iseﬁ %82%?2‘;;% KF601580  AFD5702
Fusarium Ig:;ggminearum %8225(3)?2;;% KE022238 AFD5702

4.2.2 Pareamento de culturas

Para o0 pareamento de culturas todos os isolados fangicos foram previamente crescidos
em BDA (sete dias a 25°C * 2°C e fotoperiodo de 12 h). Um disco de meio de cultura BDA de
6 mm de didmetro contendo micélio de Fusarium spp., foi transferido para placas de Petri,
também contendo meio BDA, a aproximadamente 5 mm da borda da placa. Em seguida um
disco de 6 mm de diametro de BDA, contendo micélio dos isolados de Trichoderma asperellum
foi transferido para a posicao oposta de cada placa, sendo a testemunha composta somente com
0 patdgeno na placa. Apds a instalacdo do experimento, as placas foram incubadas a 25°C +
2°C com fotoperiodo de 12 h em BOD.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com os tratamentos
organizados em bifatorial 4x3 (Antagonista: 3 isolados de T. asperellum e auséncia de T.
asperellum x 3 isolados de Fusarium spp.) com cinco repeti¢6es, sendo cada repeticdo uma
placa de Petri. Para o experimento de inibi¢do do crescimento micelial, o tratamento somente
com os patdgenos nado foi considerado. A avaliacdo do pareamento de culturas foi realizada no
sexto dia quando o isolado de crescimento mais rapido cobriu toda a superficie do meio na
placa.

A avaliacdo foi por meio de medi¢bes do diametro das coldnias em dois sentidos,
comparando o crescimento micelial de cada tratamento com a testemunha, calculando-se a

percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), conforme descrito por Balouiri et al.,
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(2016): 1 (%)=[(DC-DT)/DC]x100, onde: I=percentagem de inibi¢cdo; DC= diametro da colonia

controle (mm); DT= didmetro da col6nia dos tratamentos (mm).

4.2.3 Agdo de metabdlitos volateis

Para avaliar a acdo de metabolitos volateis de Trichoderma asperellum sobre Fusarium
spp., duas bases de placas de Petri contendo BDA receberam, individualmente, discos (6 mm
de didmetro) das culturas do patégeno e do antagonista, dispostos no centro das placas, apds as
placas foram unidas lateralmente, com plastico filme transparente. Como testemunha, foram
sobrepostas duas bases, uma contendo o patdégeno e a outra somente meio de cultura. As placas
utilizadas no experimento foram incubadas a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 h (DENNIS &
WEBSTER, 1971).

O delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado, com os tratamentos
organizados em andlise bifatorial 4x2 (Antagonista: 3 isolados de T. asperellum e auséncia de
T. asperellum x Patdgeno: Fusarium spp.). A avaliacdo da inibi¢cdo do crescimento micelial
para Fusarium spp. foi realizada no quinto dia, quando o isolado de crescimento micelial mais
rapido preencheu a superficie do meio na placa de Petri. A avaliacao foi realizada por meio de
medigdes do didmetro das col6nias em dois sentidos, comparando o crescimento micelial de
cada tratamento com a testemunha, determinando a percentagem de inibi¢cdo do crescimento
micelial (PIC), com a formula: 1(%)=[(DC-DT)/DC]x100, onde: I= percentagem de inibicao;
DC= diametro da colbnia controle (mm); DT= diametro da colbnia dos tratamentos (mm)
(BALOUIRI et al., 2016).

4.2.4 Acao de metabolitos ndo volateis

4.2.4.1 Otimizacao da fermentacdo dos isolados de Trichoderma asperellum

As fermentacGes dos isolados de Trichoderma asperellum foram realizadas em
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, com volume utilizado de 100 mL de meio de cultura
liquido. As condicGes de cultivo foram otimizadas por meio de um delineamento experimental
Plackett-Burman, com 11 corridas com 3 pontos centrais (Tabela 2). O meio de cultivo era
composto sem variacdo por 20 g/L de Agua de Maceracdo de Milho (AMM) e extrato de
levedura 7,5 g/L, adaptado de Junges et al. (2018). As variaveis testadas foram pH (5, 6 e 7),
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sacarose (50, 75 e 100 g/L), concentracdo de indculo (10°, 10° e 107) e rotago (100, 140 e 180
rpm).

Tabela 2 - Tratamentos dos meios de cultura liquido compostos por sacarose, agua de
maceracdo de milho (AMM), extrato de levedura (EL), concentracdo de esporos,
agitacdo do meio e o potencial de hidrogénio (pH), para o crescimento dos isolados
de Trichoderma asperellum

Trat.  pH Sacarose Agitacdo  Esporos

(9/L) (rpm) []
1 7 50 100 10
2 7 50 180 10°
3 7 100 180 10°
4 5 100 180 107
5 7 100 100 107
6 5 50 180 107
7 5 100 100 10°
8 5 50 100 10°
9 6 75 140 108
10 6 75 140 108
11 6 75 140 108

O pH do meio de cultivo foi ajustado com o auxilio de pHmetro digital e em seguida o
meio foi autoclavado a 120 °C por 20 min. Apos o resfriamento, inoculou-se com 1 mL da
suspensdo de esporos dos isolados de T. asperellum em camara de fluxo laminar. A
concentracdo de esporos foi obtida do crescimento dos isolados de T. asperellum em placas de
Petri (7 dias, 25 +2 °C, 12 h fotoperiodo), nas quais foi adicionada &gua e feita a raspagem da
superficie da coldnia com alca de Drigalski, seguida da determinacdo da concentracdo de
esporos em camara de Neubauer e ajuste. Posteriormente, alocou-se os erlenmeyers em agitador
orbital sob agitacao definida pelos tratamentos.

Transcorridas 96 h de incubacéo foi efetuada a separacdo da biomassa da parte liquida
(filtrados de cultura), executada por filtragem em membrana milipore 12 micras e em seguida
na de 0,22 micras para assegurar que o filtrado de cultura estivesse livre de esporos fangicos.

Em ambos os casos foi utilizada uma bomba de vacuo para reduzir o tempo da filtracdo. Os
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filtrados de cultura foram congelados para posterior emprego nos bioensaios. As fermentacoes

foram realizadas em triplicata, para cada uma das condigdes.

4.2.4.2 Acao dos filtrados de cultura

Para testar a agdo dos filtrados de cultura obtidos no controle dos fungos do género
Fusarium spp., primeiramente adicionou-se os filtrados de cultura na propor¢do de 10% ao
meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) fundente, este foi resfriado até 45 °C em camara de fluxo
laminar. O meio de cultura acrescido com os filtrados de cultura foi transferido para placas de
Petri, onde depositou-se um disco de 6 mm de didmetro da cultura monospdrica dos fungos
patogénicos no centro de cada placa. Para a testemunha, no lugar do filtrado, acrescentou-se
agua ao meio na mesma proporcao (10%). As laterais das placas foram vedadas com plastico
filme transparente (adaptado de Isaias et al., 2014). As placas utilizadas nos experimentos foram
incubadas em BOD a 25+2 °C com fotoperiodo de 12 h.

Para as analises, o delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado, com 0s
tratamentos organizados em bifatorial 11x3 (As 11 corridas do teste Plackett-Burman x Isolados
de Trichodermas asperellum). O delineamento experimental foi o Plackett-Burman, com cinco
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por uma placa de Petri. A avaliacédo
do teste de acdo de metabdlitos ndo volateis foi realizada ao sexto dia apdés montar 0s
experimentos para F. graminearum e F. equiseti e no oitavo dia para F. oxysporum. A avaliacédo
foi por meio de medicdes do diametro das colénias em sentidos diametralmente opostos,
comparando o crescimento micelial da testemunha com cada tratamento, calculando-se a
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), conforme a férmula: 1(%)=[(DC-
DT)/DC]x100, onde: I= percentagem de inibicdo; DC= diametro da colbnia controle (mm);
DT= diametro da col6nia dos tratamentos (mm) (BALOUIRI et al., 2016).

4.2.5 Procedimento estatistico

Foi verificado se os dados apresentavam distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk,
no Programa BioEstat 5.0. Os dados que ndo seguiram a distribuicdo normal foram
transformados segundo Vx+0,5. A comparagdo das médias foi pelo teste de Skott-Knott a 5%
de probabilidade de erro, com o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Pareamento de culturas

No pareamento de culturas, de maneira geral, os isolados seguem 0 mesmo
comportamento para diametro final da col6nia e percentual de inibi¢do do crescimento micelial,
pois essas sdo variaveis correlacionadas. Em relacdo ao crescimento micelial, o isolado de
Fusarium graminearum foi o que apresentou o maior didmetro da colénia no quinto dia apds a
instalagdo de experimento, diferenciando-se dos demais, seguido de Fusarium equiseti e
Fusarium oxysporum. Para todos os isolados, o tratamento testemunha teve o maior didmetro
final da coldnia, diferenciando-se estatisticamente dos demais onde houve pareamento com 0s

isolados de Trichoderma asperellum (Tabela 3).

Tabela 3 - Crescimento micelial e percentual de inibi¢do do crescimento micelial de Fusarium
oxysporum (F17), Fusarium equiseti (F18) e Fusarium graminearum (F20)
confrontados com isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no teste de
pareamento de culturas.

Crescimento micelial (mm) % de inibicao
F17 F18 F20 F17 F18 F20

34,64 Bb* 37,15Bb 41,33 Ac 1584Ba 10,38Bb 34,83 Aa

Tratamento

Trichoderma
asperellum TR1
Trichoderma
asperellum TR4
Trichoderma 4955 A 4118 Ab 41,64 Ac  11,19Ba 1629Ba 42,75 Aa

asperellum Qt
Testemunha 50,67 Ba 53,41 Ba 77,41 Aa - -
CV (%) 8,12 18,03

37,18 Bb 44,09Ab 4739Ab 2158Ba 24,49Ba 43,17 Aa

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna nao diferem significativamente entre
si, a 5% de probabilidade de erro, pelo Teste de Skott-Knott. Onde: CV (%) = Coeficiente de variagao.

Trichoderma asperellum reduziu o crescimento micelial dos isolados de Fusarium spp.,
havendo interacdo entre esses fatores. A inibi¢cdo do crescimento micelial variou de 10,38%
(F18xTR1) a 43,17% (F20xTR4). Os melhores resultados de inibicdo foram para o isolado de
F. graminearum com inibicdo de 34,83%, 43,17% e 42,75%, para 0s isolados de TR1, TR4 e
Qt de T. asperellum respectivamente, sendo esses valores até trés vezes maiores do que foi

encontrado para os demais isolados de Fusarium spp.
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Para o percentual de inibicdo de crescimento micelial, F. equiseti e F. oxysporum
demonstraram comportamento semelhante, ndo apresentando diferenca estatistica entre si.
Também, ndo houve diferenca na inibicdo do crescimento micelial entre os isolados de T.
asperellum, para os isolados de F. graminearum e F. oxysporum. Somente para F. equiseti 0
isolado de T. asperellum TR1 obteve efeito menor (10,38%). Contudo, além de verificar a acdo
de T. asperellum por meio de pareamento de culturas, outras metodologias podem ser
exploradas para melhorar o conhecimento de como Trichoderma atua no controle de Fusarium,

entre elas a acdo de metabdlitos volateis e de metabdlitos ndo volateis.

Figura 1 — Resultados do teste de pareamento de cultura com isolados de Trichoderma
asperellum em confronto com Fusarium oxysporum (F17), Fusarium equiseti (F18)
e Fusarium graminearum (F20) em meio BDA.

Onde: As letras correspondem aos diferentes tratamentos usados. A — Fusarium oxysporum (F17); B — F.
oxysporum (F17) x Trichoderma asperellum (TR1); C — F. oxysporum (F17) x T. asperellum (TR4); D — F.
oxysporum (F17) x T. asperellum (Qt); E — Fusarium equiseti (F18); F — F. equiseti (F18) x T. asperellum (TR1);
G - F. equiseti (F18) x T. asperellum (TR4); H— F. equiseti (F18) x T. asperellum (Qt). | — Fusarium graminearum
(F20); J - F. graminearum (F20) x T. asperellum (TR1); K — F. graminearum (F20) x T. asperellum (TR4); L - F.
graminearum (F20) x T. asperellum (Qt).
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4.3.2 Metabdlitos volateis

No quinto dia apos a instalacdo do experimento de metabdlitos volateis, o isolado que
apresentou menor crescimento micelial foi o isolado Fusarium oxysporum (55,10 mm), seguido
de Fusarium equiseti com crescimento intermediario de 69,94 mm e Fusarium graminearum
que teve o maior crescimento micelial preenchendo toda a superficie do meio de cultura nesse
periodo (Tabela 4).

Tabela 4 - Crescimento micelial e percentual de inibi¢do do crescimento micelial de Fusarium
oxysporum (F17), Fusarium equiseti (F18) e Fusarium graminearum (F20)
confrontados com isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no teste de
metabdlitos volateis.

Crescimento micelial (mm) % de inibicao
F17 F18 F20 F17 F18 F20

53,54 Ca* 60,73Bc 70,17 Ab 3,26 Ab 13,16 Aa 12,29 Aa

Tratamento

Trichoderma
asperellum TR1
Trichoderma
asperellum TR4
Trichoderma oo hg -, 6639Bb 6500Ac 152Bb 507Bb 18,75 Aa

asperellum Qt

Testemunha 55,10Ca 69,94 Ba 80,00 Aa - - -
CV (%) 3,07 29,35

51,26 Ba 66,55Ab 6837Ab 7,05Aa 4,69Bb 1454 Aa

*Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna nao diferem significativamente entre
si, a 5% de probabilidade de erro, pelo Teste de Skott-Knott. Onde: C.V. (%) = Coeficiente de variagao.

No teste de metabdlitos volateis todos os tratamentos com T. asperellum inibiram o
crescimento de Fusarium spp., havendo interacdo significativa entre os fatores. A maior
reducdo do crescimento micelial do patdégeno foi observado no tratamento com o isolado F.
graminearum F20 confrontado com o isolado de T. asperellum codificado como Qt (18,75%),
sendo que este tratamento ndo diferiu dos demais. Ja para o isolado de F. equiseti F18, o
tratamento TR1 apresentou maior reducéo (13,16%) e para F. oxysporum, TR4 (7,05%). Qt (foi
o isolado de T. asperellum que menos afetou o crescimento de Fusarium oxysporum com 1,52%

de inibi¢do do crescimento micelial.



93

Figura 2 — Resultados do teste de metabdlitos volateis com isolados de Trichoderma asperellum
(TR1, TR4 e Qt) na inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum (F17),
Fusarium equiseti (F18) e Fusarium graminearum (F20) em meio BDA.

Onde: As letras correspondem aos diferentes tratamentos usados. A — Fusarium oxysporum (F17); B — F.
oxysporum (F17) x Trichoderma asperellum (TR1); C - F. oxysporum (F17) x T. asperellum (TR4); D - F.
oxysporum (F17) x T. asperellum (Qt). E — Fusarium equiseti (F18); F — F. equiseti (F18) x T. asperellum (TR1);
G - F. equiseti (F18) x T. asperellum (TR4); H — F. equiseti (F18) x T. asperellum (Qt); E — Fusarium
graminearum (F20); F — F. graminearum (F20) x T. asperellum (TR1); G — F. graminearum (F20) x T. asperellum
(TR4); H—F. graminearum (F20) x T. asperellum (Qt);

4.3.3 Metabdlitos ndo volateis

No teste de metabdlitos ndo volateis, os filtrados de cultura dos isolados de Trichoderma
asperellum diminuiram o crescimento micelial do isolado de Fusarium oxysporum em relacao
a testemunha, havendo diferenca entre os isolados de T. asperellum e entre as diferentes
condigdes de desenvolvimento dos mesmos na producdo de filtrados de cultura com efeito
antifungico. No geral, o tratamento 8 (pH 5, Agitacdo 100 rpm, Sacarose 50 g/L, concentracdo
indculo 10°esporos/mL), foi o que mais interferiu de forma negativa no desenvolvimento de F.

oxysporum em relacdo as demais condic¢des de producéo dos filtrados de cultura, independente
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do isolado de T. asperellum que foi cultivado nessa condigdo, ou seja, ndo apresentando
diferenca estatistica entre os isolados para essa condigdo. Para as demais condigdes de
crescimento, o resultado foi mais varidvel e mudou conforme o isolado de T. asperellum.

Para o0 isolado TR1 (T. asperellum), além da condi¢cdo 8 que apresentou os melhores
resultados, apresentando a maior percentagem de inibicdo do crescimento micelial, outras
condicdes de crescimento se destacaram por ndo se diferenciar, caso da condigdo 2, 7, e nos
pontos centrais 9, 10 e 11. Para o isolado TR4 (T. asperellum), o mesmo foi observado para as
condicdes de cultivo 1, 2 e 3, enquanto que para a o isolados Qt (T. asperellum), a condicao de
cultivo 4 foi a Unica que ndo se diferenciou da condicéo 8 (Tabela 5).

Os filtrados de cultura dos isolados de T. asperellum diminuiram o crescimento micelial
do isolado de Fusarium equiseti em relagéo a testemunha, havendo diferenca entre os isolados
de T. asperellum e entre as condi¢des de desenvolvimento dos mesmos para a producao de
filtrados de cultura com efeito antifungico. O tratamento 8 (pH 5, Agitacdo 100 rpm, Sacarose
50 g/L, concentracdo indculo 10° esporos/mL), foi o que mais interferiu de forma negativa no
desenvolvimento de F. equiseti em relagdo aos demais, independente do isolado de T.
asperellum que foi cultivado nessa condicdo, repetindo o resultado observado para F.
oxysporum. Para as demais condigdes, como ja visto para F. oxysporum, a inibicdo do
crescimento foi mais variavel e mudou conforme o isolado de T. asperellum.

Para o isolado TR1 (T. asperellum), o filtrado de cultura gerado a partir da condigédo 8
de cultivo, foi a que mais reduziu o crescimento micelial do isolado de F. equiseti,
diferenciando-se dos demais tratamentos. Em contrapartida, para os isolados TR4 e Qt, outras
condicBes de crescimento se destacaram por ndo se diferenciar do tratamento 8, caso da
condicdo 9, 10 e 11, para os filtrados de culturas obtidos do isolado TR4 e as condices 3, 9,
10 e 11 para o isolado Qt (T. asperellum) (Tabela 6).
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Tabela 5 - Efeito dos filtrados de cultura de diferentes isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no crescimento micelial (mm) e na
percentagem de inibig&o do crescimento micelial (%) de Fusarium oxysporum (F17).

Agitacdo  Sacarose Crescimento micelial (mm) Inibicdo (%)
Trat pH Esporos [ ]
(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 10’ 61,92 Ab* 5552Bd 5559Bb 20,68Bb 28,87 Aa 28,79 Ab
2 7 180 50 10° 56,59Bb 56,19Bd 73,30 Aa 27,50Aa 28,02Aa 6,10 Bd
3 7 180 100 10° 60,34 Cb 66,39Bb 7543 Aa 22, 70Ab 1495Bc 3,36 Cd
4 5 180 100 10’ 80,00 Aa 6241Bc 5230Cc 0,00Cc 20,05Bb 33,00 Aa
5 7 100 100 10’ 80,00 Aa 68,80Bb 61,35Cb 0,00Cc 11,86Bc 21,41 Ac
6 5 180 50 10’ 58,46 Cb 68,89 Ab 63,62Bb 2511 Ab 11,75Cc 18,49 Bc
7 5 100 100 10° 53,92Bc 77,71 Aa 7459 Aa 30,92Aa 0,48 Bd 4,44 Bd
8 5 100 50 10° 4936 Bc 51,96 Ad 48,20Bc 36,77 Aa 33,43 Aa 38,25 Aa
9 6 140 75 106 54,12Bc 80,00 Aa 60,49Bb 30,67Aa 0,00Cd 2251Bc
10 6 140 75 106 52,89 Bc 78,86 Aa 60,87Bb 3224Aa 0,00Cd 22,13Bc
11 6 140 75 106 5446 Bc 75,39 Aa 5944Bb 30,33Aa 342Cd 23,85Bc
Testemunha 78,06 Aa 78,06 Aa 78,06 Aa -
CV (%) 13,56 5,96

*Meédias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
*[ ]: Concentracédo de esporo
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Tabela 6 - Efeito dos filtrados de cultura de diferentes isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no crescimento micelial (mm) e na
percentagem de inibig&o do crescimento micelial (%) de Fusarium equiseti (F18).

Agitacdo  Sacarose Crescimento micelial (mm) Inibicdo (%)
Trat pH Esporos [ ]
(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 10’ 62,18 Bc* 67,98Ba 76,69 Aa 20,27 Ab 12,84 Ab 1,67 Bc
2 7 180 50 10° 68,84Bb  69,48Ba 7855Aa 11,73Ac 1091 Ab 0,00 Bc
3 7 180 100 10° 63,06 Bc 68,82Aa 63,26Bc 19,15Ab 11,76 Bb 18,89 Aa
4 5 180 100 10’ 7837 Aa 67,17Ba 66,38Bb  0,00Bd 13,88 Ab 14,89 Ab
5 7 100 100 10’ 73,34Bb  64,79Ca 80,00Aa 596Bc 16,93Ab 0,00 Bc
6 5 180 50 10’ 70,79Bb  7162Ba 80,00Aa 9,23Ac 817Bb 0,00 Bc
7 5 100 100 10° 64,97 Bc  73,03Aa 69,07Ab 16,70Ab 6,36 Bb 11,44 Bb
8 5 100 50 10° 50,01 Cd 55,21Bb 61,72Ac 3588Aa 2921Ba 20,84 Ca
9 6 140 75 106 71,33Ab  56,41Bb 59,12Bc  7,19Bc 24,19 Aa 24,19 Aa
10 6 140 75 106 7192Ab 60,98Bb 5863Bc 7,78Bc 28,76 Aa 23,70 Aa
11 6 140 75 106 69,84 Ab  58,23Bb 60,91Bc 10,45Bc 25,34 Aa 21,90 Aa
Testemunha 7799 Aa 77,99 Aa 77,99 Aa -
CV (%) 5,83 24,31

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
*[ ]: Concentragéo de esporos
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Para o isolado de Fusarium graminearum os filtrados de cultura obtidos dos diferentes
isolados de T. asperellum sob diferentes condi¢des de cultivo, também diminuiram o
crescimento micelial do mesmo em relagédo a testemunha, havendo diferenca entre os isolados
de T. asperellum e entre as condigdes de desenvolvimento dos mesmos. O tratamento 8 (pH 5,
Agitacdo 100 rpm, Sacarose 50 g/L, concentragdo indculo 10° esporos/mL), novamente se
destacou, e interferiu de forma negativa no desenvolvimento de F. graminearum, independente
do isolado de T. asperellum que foi cultivado nessa condi¢cdo. Para as demais condi¢Ges, como
ja visto para os demais isolados de Fusarium spp., a inibicdo do crescimento foi mais variavel
e mudou conforme o isolado de T. asperellum.

Para TR1 (T. asperellum), em adicdo a condicdo de cultivo 8, que foi a condicdo de
crescimento em que T. asperellum produziu o filtrado que mais interferiu no crescimento
micelial de F. graminearum, outros tratamentos também se destacaram, ndo diferenciando
estatisticamente do tratamento 8, caso do tratamento 1 e 3, para TR4 (T. asperellum) isso

ocorreu com o tratamento 3 e para Qt (T. asperellum) com os tratamentos 1 e 6 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Efeito dos filtrados de cultura de diferentes isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) no crescimento micelial (mm) e na
percentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (%) de Fusarium graminearum (F20).

Agitacdo Sacarose Crescimento micelial (mm) Inibicdo (%)
Trat pH Esporos [ ]
(rpm) (g/L) TR1 TR4 Qt TR1 TR4 Qt
1 7 100 50 10’ 60,12 Bb* 79,24 Aa 46,98Cc 2485Ba 0,95Cc 41,27 Aa
2 7 180 50 10° 7401 Aa 80,00Aa 77,61Aa 7,49Ab 0,00 Ac 2,99 Ac
3 7 180 100 10° 57,85Bb 64,83Bb 78,76 Aa 27,68 Aa 18,96Ba 1,55Cc
4 5 180 100 10’ 80,00 Aa 80,00 Aa 80,00Aa 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac
5 7 100 100 10’ 73,36 Aa 80,00 Aa 63,23Bb  8,29Bb 0,00Bc 20,96 Ab
6 5 180 50 10’ 74,12 Aa 75,00 Aa 6543Bb  7,35Bb 6,25Bb 18,21 Ab
7 5 100 100 10° 80,00 Aa 80,00 Aa 78,02Aa 0,00 Ac 0,00 Ac 2,47 Ac
8 5 100 50 10° 56,85Bb 62,92 Ab 51,13Bc 26,44Ba 21,35Ba 36,06 Aa
9 6 140 75 106 77,07 Aa 76,04 Aa 6519Bb 366Bb  495Bb 18,51 Ab
10 6 140 75 106 73,88 Aa 75,66 Aa 64,27Bb  7,65Bb 542Bb 19,66 Ab
11 6 140 75 106 75,72Aa 7491 Aa 61,82Bb 535Bb 6,36 Bb 22,72 Ab
Testemunha 80,00 Aa 80,00 Aa 80,00 Aa -
CV (%) 9,36 21,38

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

*[ ]: Concentragéo de esporos
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4.4 DISCUSSAO

No presente estudo s&o analisados diferentes mecanismos de controle com que trés
isolados de Trichoderma asperellum (TR1, TR4 e Qt) podem agir sobre fungos do género
Fusarium, causadores de podriddo de raizes em nogueira-pecd, e para tanto utilizou-se de
diferentes testes. O primeiro teste foi 0 pareamento de culturas, nesse experimento a inibi¢ao
do crescimento micelial de Fusarium spp. variou de 10,38% (F18xTR1) a 43,17% (F20xTR4),
pois em geral os isolados de T. asperellum apresentam crescimento micelial mais rapido e desse
modo conseguem inibir o crescimento dos fungos fitopatogénicos, como observado na presente
pesquisa. Esse fato pode ser explicado devido a Trichoderma utilizar diferentes mecanismos
para sua sobrevivéncia e proliferacdo, entre eles a competicdo, que compreende a rapida
degradacdo e uso de carboidratos complexos, assim Trichoderma coloniza rapidamente o0s
habitats onde se encontra, impedindo a colonizacéo e sobrevivéncia de fungos fitopatogénicos
(HARMAN et al., 2004).

A reducdo do crescimento micelial de Fusarium spp. por Trichoderma no teste de
pareamento de culturas foi relatada por alguns autores. Das; Haridas e Sabu (2019) trabalhando
com T. harzianum no controle de Fusarium oxysporum causador da podriddao mole do gengibre
(Zingiber officinale Rosc.), encontraram valores de até 78,3% de inibicdo do crescimento
micelial, valores superiores aos encontrados na presente pesquisa. Por outro lado, Silva et al.
(2019) estudando a inibicdo do crescimento micelial de Fusarium subglutinans, isolado de
sementes de Pinus spp. por Trichoderma spp. encontraram valores de inibicdo do crescimento
micelial menores, variando de 11,5 a 38,4%.

No teste de pareamento de culturas, além da competicdo, outros mecanismos de controle
estdo atuando, entre eles o parasitismo. Nesse mecanismo de controle, Trichoderma parasita de
forma direta as estruturas do fitopatdgeno, por penetracdo e colonizacéo das hifas (MEDEIROS
et al., 2018). Também, a acdo de enzimas hidroliticas e de metabdlitos secundarios atuam no
controle do patdgeno, dessa forma, a acdo sinérgica do enrolamento de hifas, a producéo de
antibiotico e de enzimas (antibiose), ao mesmo tempo explica a eficiéncia do controle de
fitopatdgenos por fungos do género Trichoderma (VINALE et al., 2014). Porém, o teste de
pareamento de culturas ndo consegue elucidar a importancia da antibiose no controle de
Fusarium spp. in vitro, por isso é necessario a realizacdo de outros testes, entre eles metabolitos

volateis e metabdlitos ndo volateis.
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A inibicdo por metabolitos volateis foi menor do que a inibi¢do obtida no teste de
pareamento de culturas, mostrando que os isolados de T. asperellum apresentam variagdo no
controle dos fitopatdgenos, nos diferentes mecanismos de a¢do associados a cada um dos testes,
como ja observado no trabalho realizado por Isaias et al. (2014). O mecanismo de a¢do ao qual
se pode atribuir a diminuicdo do crescimento micelial dos patdgenos, causado pelos metabdlitos
volateis e filtrados de cultura (descrito a seguir), € a antibiose. A antibiose é resultado da acéo
dos metabdlitos volateis e/ou ndo-volateis produzidos por Trichoderma no processo de controle
do patégeno, que inibem ou impedem o desenvolvimento desses microrganismos.

Nesse sentido, os filtrados de cultura obtidos dos diferentes isolados de Trichoderma
asperellum em diferentes condi¢bes de crescimento, inibiram o crescimento micelial das
diferentes espécies de Fusarium spp. destacando-se a condi¢do 8 (pH 5, Agitacdo 100 rpm,
Sacarose 50 g/L, concentragdo indculo 10°esporos/mL), que se adaptou bem a todos os isolados
de T. asperellum, que nessa condicdo de crescimento geraram metabdlitos que inibiram o
crescimento micelial de Fusarium in vitro. O filtrado de cultura de Trichoderma spp. foi
descrito como eficiente na diminuicdo do crescimento micelial de Fusarium em outros
trabalhos, como no realizado por Cong et al. (2019). Nesse trabalho, os autores testaram o
filtrado de cultura de Trichoderma pseudokoningii cultivado em fermentacdo submersa, no
controle de Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum, causador de murcha em pepineiro, e
observaram valores de até 51,52% na reducao do crescimento micelial do fitopatdgeno.

Louzada et al. (2016) avaliando a acdo de Trichoderma spp. no controle de Sclerotinia
sclerotiorum, por diferentes métodos, como pareamento de culturas, metabolitos volateis,
metabolitos ndo termo-labeis (filtrados de cultura) observaram que os melhores resultados de
cada teste permitiram somente 16,5%, 9,5% e 0,3% do crescimento micelial do patdgeno, nessa
ordem, demonstrando a eficiéncia dos filtrados de cultura no controle de S. sclerotiorum.
Contudo, no processo de fermentacdo alguns parametros, como o tempo e condi¢es do meio
influenciam a producdo de metabdlitos secundarios (PFEFFERLE et al., 2000), e segundo
Specian et al. (2014), a otimizacéo das condi¢6es de cultivo do antagonista levam a producao
de compostos mais eficazes e devem fazer parte do programa de controle bioldgico.

Entre as variaveis utilizadas para a otimizacdo do cultivo de T. asperellum para a
producdo dos filtrados de cultura esta a agitacdo, outros autores comentam sobre a importancia
da agitacdo do meio de cultivo na producao de compostos secundarios, como € o caso de Soares
e Maringoni (2018). Em seu trabalho, os autores comentam que a agitacdo do meio causou
diferenciacdo na coloracdo do produto gerado, provavelmente devido a producdo de substancias

e pigmentos, e por outro lado, quando o meio ndo foi agitado ocorreu a producdo de uma camada
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micelial branca na superficie dos tratamentos. Além da agitacdo o pH também interfere na
producdo de compostos antifungicos, em outros estudos como o realizado por Cripps-Guazzone
et al. (2016), foi possivel observar que, independente do pH, ocorreu a producao de metabdlitos
com atividade antifngica, como ocorreu no presente estudo. Segundo Cripps-Guazzone et al.
(2016), em diferentes pHs séo produzidos diferentes compostos ou enzimas por Trichoderma,
como por exemplo, para a protease do tipo tripsina o pH entre 6,0-7,0 seria o ideal, j& para a
celobiohidrolase e N-acetilglicosaminidase, 3,0 para a R-xilosidase, 6,0 e para a 3-glucosidase
o valor 6timo de pH para a producéo é de 5,0.

Segundo Vinale et al. (2009), a utilizacdo de metabdlitos de Trichoderma obtidos por
cultivo massal de fungos antagonistas pode tornar possivel a obtencéo de novos biofertillizantes
e biopesticidas baseados nesses compostos, beneficiando o manejo de doencas em plantas.
Nesse sentido, nos filtrados de cultura de Trichoderma spp., existem muitos compostos
antimicrobianos que suprimem ou reduzem o crescimento ou a proliferacdo de fungos
fitopatogénicos. Dentre esses compostos estdo as enzimas degradadoras de parede celular,
antibioticos e compostos volateis (GHORBANPOUR et al., 2018; MUHAMMAD ADNAN et
al., 2019). No presente estudo, foi evidenciada a eficacia da acdo desses compostos na reducao
do crescimento micelial de Fusarium spp.

No presente estudo também foi possivel verificar que os isolados de T. asperellum
utilizam de diferentes mecanismos de acdo para o controle de Fusarium spp. in vitro. Nessa
mesma perspectiva, Solino et al. (2017) afirma que microrganismos que possuem a
caracteristica de apresentar diferentes modos de acao, por exemplo, além de parasitar estruturas
de fitopatdgenos produzem metabdlitos de efeito fungistatico ou fungicida, somam nos
programas de biocontrole e podem apresentar um controle biolégico in vivo com maior

eficiéncia.

4.5 CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma asperellum, apresentaram atividade antifungica frente aos
isolados de Fusarium spp. in vitro, apresentando acao por diferentes mecanismos constatada
por meio do pareamento de culturas e pelas técnicas de metabolitos volateis e metabdlitos ndo
volateis. Para a producdo de metabdlitos ndo volateis com acdo antifungica, a melhor condicao
de cultivo submerso foi com Agua de Maceracéo de Milho (AMM) 20 g/L, 7,5 g/L extrato de

levedura, pHb5, agitagcdo de 100 rpm, sacarose 50g/L e concentracdo inicial de esporos de T.
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asperellum de 10°. O uso de Trichoderma asperellum no controle bioldgico in vitro de espécies
fitopatogénicas do género Fusarium spp. mostrou potencial para avangos no controle in vivo da

podriddo de raizes de nogueira-peca.
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5 CAPITULO 11l — IDENTIFICA:QAO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS
DE Trichoderma asperellum E ACAO SOBRE Fusarium graminearum

Fungos do género Trichoderma produzem metabdlitos secundarios, como 0s compostos
organicos volateis (COVs) que podem atuar promovendo o crescimento de plantas, na inducdo
de resisténcia ou agir diretamente no patdgeno, reduzindo a incidéncia e a severidade de
doencas. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a acdo antagdnica dos metabdlitos volateis
liberados por trés isolados de Trichoderma asperellum contra um isolado de Fusarium
graminearum, além de identificar os compostos que fazem parte dos metabdlitos dos fungos
cultivados isoladamente ou em confronto. O antagonismo foi estimado com base na
percentagem de inibicdo do crescimento micelial pelo método de metabolitos volateis. A
extracdo e identificacdo de COVs foram realizadas por cromatografia gasosa e espectrometria
de massa, de COVs emitidos por antagonistas e patdgenos sozinhos ou confrontados. COVs
produzidos por todos os isolados de T. asperellum inibiram o crescimento micelial do patdgeno
em uma faixa de 11,18 a 14,84%. O principal grupo de COVs observados em F. graminearum,
foram os sesquiterpenos com destaque para os compostos ligados com a patogenicidade e as
mictotoxinas. T. asperellum liberou compostos conhecidos por sua ac¢do antifingica e indutor
de crescimento de plantas com destaque para o composto 6PAP (2H-Pyran-2-one, 6-pentyl),
com abundancia relativa de 60,18, 62,86 e 66,84%, para TR1, TR4 e Qt, respectivamente. Além
do 6PAP foram encontrados sesquiterpenos, diterpenos, terpenodides e compostos de oito
carbonos. Quando os metabolitos de T. asperellum foram confrontados com F. graminearum,
percebeu-se uma diminuicdo de compostos importantes na patogenicidade e na toxidade de F.
graminearum, como o longiborneol, trichodiene e longifolene. Os metabdlitos volateis dos
isolados de Trichoderma asperellum inibiram o crescimento micelial e a formacdo de
compostos volateis de Fusarium graminearum, com destaque aos relacionados com a toxidade
e a patogenicidade do mesmo.

Palavras-chave: Carya illioniensis. Cromatografia gasosa. Espectrometria de massa.

IDENTIFICATION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS OF Trichoderma
asperellum AND ACTION ON Fusarium graminearum

Fungi of the genus Trichoderma produce secondary metabolites, such as volatile organic
compounds (VOCs) that can act to promote plant growth, induce resistance or act directly on
the pathogen, reducing the incidence and severity of diseases. The objective of this research
was to evaluate the antagonistic action of volatile metabolites released by three isolates of
Trichoderma asperellum against one isolate of Fusarium graminearum, in addition to
identifying the compounds that are part of the metabolites of fungi grown alone or in
confrontation. Antagonism was estimated based on the percentage of mycelial growth inhibition
by the volatile metabolite method. The extraction and identification of VOCs were performed
by gas chromatography and mass spectrometry, of VOCs emitted by antagonists and pathogens
alone or confronted. VOCs produced by all T. asperellum isolates inhibited the mycelial growth
of the pathogen in a range of 11,18 to 14,84%. The main group of VOCs observed in F.
graminearum, were sesquiterpenes, with emphasis on compounds linked with pathogenicity
and mictotoxins. T. asperellum released compounds known for their antifungal and plant
growth inducing action, especially the compound 6PAP (2H-Pyran-2-one, 6-pentyl), with a
relative abundance of 60,18, 62,86 and 66,84%, for TR1, TR4 and Qt, respectively. In addition
to 6PAP, sesquiterpenes, diterpenes, terpenoids and eight carbon compounds were found. When
T. asperellum metabolites were confronted with F. graminearum, a decrease in compounds
important in the pathogenicity and toxicity of F. graminearum was noted, such as longiborneol,
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trichodiene and longifolene. The volatile metabolites of Trichoderma asperellum isolates
inhibited mycelial growth and the formation of volatile compounds of Fusarium graminearum,
with emphasis on those related to its toxicity and pathogenicity.

Keywords: Carya illioniensis. Gas chromatography. Mass spectrometry.

5.1 INTRODUCAO

Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos pela acdo antagdnica contra patégenos
fungicos, como também por interferirem diretamente no metabolismo da planta, diminuindo a
incidéncia de doencas, bem como aumentando o crescimento e desenvolvimento da mesma
(ADNAN et al., 2019). A acdo de Trichoderma sobre patdégenos pode ocorrer por diferentes
mecanismos, sendo eles micoparasitismo, predacdo, inducdo de resisténcia e crescimento,
competicdo e antibiose.

Muitos desses mecanismos sdo diretamente influenciados pela producdo de metabdlitos
secundarios por Trichoderma spp.. Segundo Vinale et al (2009), os metabolitos secundéarios sao
formados por diferentes classes de compostos naturais com baixo peso molecular, normalmente
especificos para géneros, espécies ou isolados. Nesse sentido, fungos do género Trichoderma
spp. liberam compostos que agem diretamente no crescimento ou na fisiologia do patdégeno
(MUKHERJEE et al., 2012), além de que os metabolitos liberados por Trichoderma spp. podem
atuar promovendo o crescimento de plantas ou induzindo mecanismos de defesa nas mesmas
(VINALE & SIVASITHAMPARAM). Entre os metabolitos liberados por Trichoderma spp.
estdo os compostos organicos volateis (COVS).

Trichoderma spp. pode produzir uma infinidade de compostos organicos volateis
(COVs), esses compostos sao quimicamente diversos e podem ser classificados em diferentes
grupos como cetonas, lactonas, ésteres, tioalcoois, tioésteres, monoterpenos, sesquiterpenos,
alcoois e ciclohexanos (SCHENKEL et al., 2015). Entre esses compostos destaca-se 6-Pentil-
o-pirona (6PAP) (JELEN et al., 2014; KESWANI et al., 2014), sendo que esse composto
demonstra atividade fungicida contra muitos fitopatdgenos de culturas agricolas, como
Phytophthora infestans (ELSHERBINY et al., 2020), Neofusicoccum parvum, Eutypa lata,
Phaeomoniella chlamydospora (MUTAWILA et al.,, 2016), Fusarium graminearum, F.
culmorum, F. proliferatum e F. subglutinans (JELEN et al., 2014).

Fusarium graminearum, é conhecido por afetar diferentes culturas, entre elas Carya
illinoinensis (nogueira-pecd), nessa espécie o fungo ataca plantas em viveiros, causando
estrangulamento do colo, murcha e necrose foliar e podriddo de raizes. A doenca pode ocasionar

grandes perdas de mudas em viveiros comerciais, no campo as mudas atacadas apresentam
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crescimento inicial reduzido (LAZAROTTO et al., 2014). Além disso, essa espécie é conhecida
devido a liberacdo de compostos volateis toxicos para plantas e animais, entre eles pode-se citar
Trichodiene/beta-bazzanene, longiborneol, D-Longifolene (GIROTTI et al., 2010; MAGAN et
al., 2000; PROCTOR et al., 2005). Desta forma, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a
acdo antagonica dos metabolitos volateis liberados por trés isolados de Trichoderma asperellum
contra Fusarium graminearum, além de identificar os compostos que fazem parte dos

metabdlitos dos fungos cultivados isoladamente ou em confronto.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local de realizagdo dos trabalhos e origem dos isolados fungicos

O presente trabalho foi conduzido na Universidad Nacional de La Plata, La Plata,
Buenos Aires, Argentina, no Centro de Investigaciones de Fitopatologia (CIDEFI-CICBA), na
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, e no Instituto de Investigaciones Bioquimicas de
La Plata (INIBIOLP-CONICET), Facultad de Ciencias Medicas (34° 54' 46.69" S; 57° 57'
04.88" O).

Para o experimento foram utilizados trés isolados de Trichoderma asperellum e um de
Fusarium graminearum. Um isolado de T. asperellum foi obtido de suspensédo de esporos de
uma formulagdo comercial com 2 x 10° conidios por mL plaqueada para 0 meio BDA
(codificado como Qt) e dois outros isolados foram obtidos de solo rizosférico de um pomar de
plantas adultas de nogueira-peca pela técnica de diluicio seriada até 10 (codificados como
TR1 e TR4). O isolado de F. graminearum foi coletado de raizes de plantas de nogueira-peca
com sintomas de podriddo de raizes (Lazarotto et al., 2014), e estava armazenado em solugédo
salina na micoteca do Laboratorio de Fitopatologia Elocy Minussi da Universidade Federal de
Santa Maria, codificado como “F20” (Tabela 1).
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Tabela 1 - Espécie e codificacdo dos isolados, coordenadas (GMS) do local de coleta, codigo
de depdsito do GenBank/produto e codigo do Sisgen

Espécie e codificagdo do  Coordenadas (GMS) Cddigo GenBank Cddigo

isolado do local de coleta (TEF - 1a)/Produto Sisgen

Trichoderma asperellum 29°43°29”S —

TR1 53°43°0.5170 MK982653 A32646D
Trichoderma asperellum 29°43°29”S —

TR4 53°43°0.5170 MNO082152 A32646D
Trlchoderm(gtasperellum i URM — 5911 i
Fusarium graminearum 28°53'54.7"S-

FZO 52001'599"0 KF022238 AFD5702

5.2.2 Extracdo e identificacdo dos compostos organicos volateis (COVs)

Para a extracdo e identificacdo dos compostos organicos volateis (COVs),
primeiramente foi utilizada a metodologia de metabdlitos volateis, proposta por Dennis &
Webster, (1971), com adaptacfes. Nesta metodologia duas bases de placas de Petri de 90 mm
contendo aproximadamente 20 mL de meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) receberam,
individualmente, discos (6 mm de didmetro) das culturas do patdgeno e de cada um dos isolados
de T. asperellum, estes discos foram retirados de coldnias previamente cultivadas em meio
BDA, por sete dias em BOD (25+2 °C com fotoperiodo de 12 h). Os discos foram dispostos no
centro das placas, em seguida as mesmas foram unidas lateralmente com Parafilm. Como
testemunha, foram sobrepostas duas bases, uma contendo o patdgeno e a outra somente meio
de cultura BDA. As placas utilizadas no experimento foram incubadas a 25+2 °C com
fotoperiodo de 12 h.

A avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial foi realizada no sexto dia apds a
instalacdo do experimento. Os tratamentos foram avaliados pela determinacdo do diametro das
colénias em dois eixos, comparando o crescimento radial de cada tratamento com a testemunha,
calculando a percentagem de inibicdo do crescimento micelial (P1C), determinada pela formula:
I (%)=[(CT-Ct)/CT]x100, onde: I= percentagem de inibi¢cdo; CT= crescimento final da
testemunha; Ct= crescimento do fungo no tratamento (DENNIS & WEBSTER, 1971).

Apos a avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial foi realizada a coleta dos COVs,
para tanto, além dos tratamentos de metabdlitos volateis, também foram montados tratamentos
somente com os isolados de T. asperellum (TR1, TR4 e Qt), para posterior comparacdo. A
coleta dos COVs foi por micro-extracdo em fase solida de headspace (HSSPME) por 30 min

utilizando uma fibra de polidimetilsiloxano/ divinilbenzeno com espessura de filme de 65 pm
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(PDMS / DVB) (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). As andlises foram realizadas em cromatografo
a gas Hewlett Packard 6890 com coluna capilar DB-5 apolar (30 m de comprimento, 0,32 mm
de didmetro interno, filme de 0,25 um espessura) (J&W, Folsom, CA, EUA).

A temperatura do injetor foi mantida em 250 °C, e o forno foi programado a 40 °C por
2 min, aquecido 10 °C/min até atingir 200 °C, aquecido 15 °C/min até 250 °C, com tempo de
espera de 5 min na temperatura final. O detector de ioniza¢do de chama (FID) foi fixado em
280 °C. A analise por cromatografia gasosa de massa (GC-MS) foi realizada em um detector
seletivo de massa HP 5975C VL Agilent, acoplado ao cromatdgrafo gasoso.

O detector seletivo de massa foi configurado no modo de impacto de elétrons a 70 eV e
operado em SCAN com faixa de massa de 35 a 650 amu (unidade de massa atdbmica), com linha
de transferéncia a 320 °C, a ionizagdo camara a 230 °C e o quadrupolo ajustado a 150 °C. A
identificacdo dos COVs foi realizada pela interpretacdo da fragmentacdo espectral de massa;
comparando-os aos dados das bibliotecas da Microsoft (NIST 05 Biblioteca Espectral de Massa,
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia; Adams 2007), bem como com espectros e indice
de retencdo de Kovats (IK) (KOVATS 1965), sendo os valores relatados anteriormente por
Stoppacher et al. (2010). Os valores de IK foram calculados apos analise de C8-C20 e série
C21-C40 n-alcano (Fluka, Suica) sob as mesmas condicGes cromatograficas. As medidas de
quantificacdo de COVs foram determinadas calculando a area sob a curva cromatografica.

Para o teste de metabdlitos volateis o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em andlise fatorial (trés isolados de T. asperellum e auséncia de T.
asperellum no controle de F. graminearum) com quatro repetices, sendo cada repeticao
composta por uma placa de Petri. Para a inibicdo do crescimento micelial o tratamento
testemunha (somente o patdgeno) ndo foi considerado, sendo os dados utilizados somente na
formula da percentagem de inibicao do crescimento micelial. O teste foi realizado em triplicata.

Apos a obtencdo dos dados verificou-se se 0s mesmos apresentavam distribui¢cdo normal
pelo teste de Shapiro-Wilk, no Programa BioEstat 5.0. Os dados que ndo seguiram a
distribuicao normal foram transformados segundo \x+0,5. A comparagio das médias foi pelo
teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, com o software SISVAR 5.3 (FERREIRA,
2011).

5.3 RESULTADOS
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5.3.1 Metabolitos volateis

O tratamento testemunha foi o que apresentou o maior crescimento micelial, com
colénias ocupando toda a superficie do meio para algumas repeticdes, por outro lado, todos os
outros tratamentos em que havia o enfrentamento com Trichoderma asperellum apresentaram
menor crescimento micelial, diferindo estatisticamente da testemunha (tabela 2). Quanto ao
percentual de inibicdo do crescimento micelial, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos com T. asperellum com valores de 11,18, 13,69 e 14,84%, para os isolados TR1,
TR4 e Qt, respectivamente.

Tabela 2 - Crescimento micelial e percentagem de inibicdo in vitro de Fusarium graminearum,
crescidos na presenca de metabolitos volateis de isolados de Trichoderma
asperellum (25 + 2 °C — fotoperiodo de 12 h).

Tratamento Crescimento micelial (mm) % de inibicao
Trichoderma asperellum TR1 67,61 b* 11,18 a
Trichoderma asperellum TR4 68,52 b 13,69 a

Trichoderma asperellum Qt 70,51 D 14,84 a

Testemunha 79,39 a -

CV (%) 3,02 10,97

*Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro.

5.3.2 ldentificagdo de compostos organicos volateis de Fusarium graminearum e de
Trichoderma asperellum

Com base na anélise de CG/SM dos compostos organicos volateis (COVs) de Fusarium
graminearum, foram identificados 42 compostos, pertencentes aos grupos quimicos:
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, aromaticos, terpenos, sesquiterpenos e outros. Os
sesquiterpenos sdo estruturas complexas e, isso também se aplica a fungos que possuem
sesquiterpenos presentes em seus COVs, além disso na classe dos sesquiterpenos encontram-se
as micotoxinas e compostos envolvidos na patogenicidade de Fusarium spp. (GIROTTI et al.,
2010; MAGAN et al., 2000; PROCTOR et al., 2005). Entre os sesquiterpenos identificados nos
COVs de F. graminearum, estdo: Trichodiene/beta-bazzanene, longiborneol, D-Longifolene,
Barbatene, (E)-p-farnesene, 10-epi-B-acoradiene, P-chamigrene, Longicyclene, beta-

Elemene/Helifolenol B, Germacrene D (tabela 3).
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Tabela 3 - Compostos orgénicos volateis (COVs) emitidos por Fusarium graminearum

identificados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (HS-GC-MS).

Abundancia relativa (%)

Pico IK Compostos identificados - -
Fusarium graminearum
1 872 m-Xylene 0,78+0,78
2 906 Oxime-, methoxy-phenyl- 0,34+0,42
3 972 Benzene, 1,2,3-trimethyl- 0,14+0,02
4 988 3-Octanone 0,21+0,19
5 993 beta-Myrcene 0,41+0,12
6 1033 Limonene 0,65+0,45
7 1079 Mesitol 0,11+0,04
8 1093 Terpinolene 0,95+0,39
9 1205 6-Methyl-3,5-heptadien-2-one 1,03+0,30
10 1272 3,5-Dimethoxytoluene 0,15+0,06
11 1361 alpha-Cubebene /beta- Patchoulene 1,80+0,59
12 1366 alpha-Longipinene 1,21+0,18
13 1385 alpha-Ylangene 0,57+0,02
14 1389 Longicyclene 0,90+0,25
15 1402 beta-Cubebene 1,53+0,68
16 1418 Sesquiterpene mixture 5,12+0,64
17 1427 D-Longifolene 26,41+5,33
18 1431 beta-Barbatene 2,48+0,51
19 1435 Né&o identificado 7,90+£1,49
20 1446 Germacrene D 2,76x0,05
21 1454 Elixene 1,22+0,28
22 1462 beta-Farnesene 1,00+1,42
23 1465 Nao identificado 1,19+0,02
25 1469 alpha-Himachalene 1,30+0,25
26 1475 Nao identificado 0,36+0,51
27 1482 Nao identificado 0,24+0,34
28 1485 Acoradiene<10-epi-beta> 2,72+2,68
29 1487 Amorpha-4,11-diene 1,95+2,75
30 1491 beta-Chamigrene 3,13+0,24
31 1494 alpha-Muurolene 0,71+0,05
32 1498 gamma-Muurolene 1,44+0,26
33 1511 Nao identificado 0,19+0,03
34 1514 Nao identificado 0,34+0,07
35 1521 beta-Elemene/Helifolenol B 3,61+1,02
36 1528 gamma-Bisabolene 0,24+0,14
37 1543 Trichodiene/beta-bazzanene 16,09+1,47
38 1553 alpha- cedrene + ndo identificado 0,73+0,00
39 1615 Longiborneol 6,88+0,73
40 1696 Longifolenaldehyde 0,25+0,08
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41 1848 3-1sopropyl-6,7-dimethyltricyclo 0,47+0,47
42 1858 Corymbolone 0,41+0,45
Total identificado 99,92%

Onde: IK — indice de Kovats.

Com a comparacdo dos indices de retencdo de Kovats foram identificados
aproximadamente 30 Compostos Organicos Volateis (COVs) liberados pelos isolados de
Trichoderma asperellum (Tabela 4) pertencentes aos grupos quimicos: hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, aromaticos, terpenos, sesquiterpenos e outros. Varios compostos sdo
conhecidos por suas atividades antiflingicas e de promoc¢éo do crescimento das plantas, alguns
deles foram encontrados na presente pesquisa. Percebe-se um perfil semelhante dos COVs dos
diferentes isolados.

O composto mais importante e em maior quantidade encontrado nas amostras dos trés
isolados de T. asperellum foi 0 6PAP (2H-Pyran-2-one, 6-pentyl-), com abundancia relativa de
60,18, 62,86 e 66,84%, para TR1, TR4 e Qt, respectivamente. Foram encontrados outros
sesquiterpenos considerados compostos importantes que podem agir diretamente na membrana
plasmatica de fungos fitopatogénicos. Nas amostras tambem existiam compostos de oito
carbonos, entre eles 3-Octanone e 1,3-octadiene, sendo estes ligados diretamente ao
metabolismo de Trichoderma spp. Entre os alcoois destacam-se o 1-Butanol, 3-methyl- e 0 1-
Butanol, 2-methyl-, (S), encontrados em pequenas quantidades, ndo estando presentes nos
COVs do isolado TRA4.

Tabela 4 - Compostos organicos volateis (COVs) emitidos por isolados Trichoderma
asperellum identificados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (HS-

GC-MS).
i i . Abundancia relativa
Pico IK Compostos identificados
TR1 TR4 Qt

1 721 1-Butanol, 3-methyl- 1,95+2,52  0,00+0,00 0,60+1,19
2 725 1-Butanol, 2-methyl-, (S)- 2,53+0,76  0,00+0,00 0,55+1,09
3 828 1,3-octadiene 1,03+0,90 1,58+1,96  0,00+0,00
4 907 Oxime-, methoxy-phenyl 0,58+0,63 0,00+0,00 0,00+0,00
5 965 Benzaldehyde 0,17£0,04  0,62+0,27 0,17+0,14
6 987 3-Octanone 0,16+£0,05 0,23+0,23  0,69+1,39
7 993 Furan, 2-pentyl- 13,11+5,81 22,59+4,46 14,83+2,54
8 1030 1-Hexanol, 2-ethyl- 0,41+0,15 0,284+0,17 0,16%0,19
9 1033 Limonene 0,36+£0,03 0,52+0,44  0,60+0,54

10 1048 Benzeneacetaldehyde 0,05+0,07 0,00+0,00 0,05+0,08
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11 1195 2-n-Heptylfuran 1,69+0,40 2,19+1,68 0,80+0,21
12 1246 Cetona ndo identificada 0,03+0,05 0,47+0,29  1,15+0,52
13 1256 Cetona ndo identificada 0,00£0,00  0,04+0,05 0,30%0,15
14 1264 Cetona ndo identificada 0,77£0,71  1,47+0,05 0,31+0,05
15 1269 Cyclohexanone, 2-butyl- 0,07£0,10 0,324#0,10  0,55+0,23
16 1395 Tetradecene 0,49+0,18 0,00+0,00  0,08+0,06
17 1400 Tetradecane 0,29+0,41  0,43+0,40 0,00+0,00
18 1446 alpha-Bergamotene 3,23+291  0,55+0,26  3,60+1,80
19 1475 2H-Pyran-2-one, 6-pentyl- 60,18+4,13 62,86+9,48 66,84+3,89
20 1504 beta-Curcumene 2,53+2,61 0,86+0,42 2,25+1,09
21 1518 beta-Bisabolene 0,45+0,64 0,00+0,00 0,61%0,26
22 1535 beta-Sesquiphellandrene 1,03+1,45  0,95+0,09 0,61+0,27
23 1538 Cetona ndo identificada 0,40+0,57 0,00+£0,00 0,75%0,24
24 1583 N&o identificado 0,00+0,00  0,00+0,00 1,77+0,89
25 1623 beta-Eudesmol 1,1741,00 0,31+0,12 0,25+0,04
26 1644 gamma-Eudesmol 3,40+2,38 1,11+0,14 0,71%0,14
(E)-6-(hept-1-enl-yl)-2H-pyran-2-
27 1756 one 2,30+0,15 2,30+0,06  1,16%0,10
28 2021 Cembrene 1,32+1,36  0,19+0,12  0,32+0,15
29 2062 Verticiol 0,22+0,19  0,00+0,00 0,27+0,22
30 2266 Pimara-7,15-dien-3-one 0,05+0,07 0,13+0,08 0,01+0,01
Total identificado 99,97% 100% 99,99%

Onde: IK — indice de Kovats.

5.3.3 Interacdo dos compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma asperellum vs
Fusarium graminearum

Com a comparacdo dos indices de retencdo de Kovats, foram identificados
aproximadamente 62 Compostos Organicos Volateis (COVSs), liberados durante o teste de
metabdlitos volateis, no enfrentamento dos metabolitos de diferentes isolados de Trichoderma
asperellum e de Fusarium graminearum. Esses COVs pertencem a diversos grupos quimicos,
entre eles: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, aromaticos, terpenos, sesquiterpenos e

outros (tabela 5).
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Tabela 5 - Compostos Organicos Volateis (COVs) emitidos por Trichoderma asperellum e
Fusarium graminearum, quando confrontados pelo método de metabdlitos volateis,
identificados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (HS-GC-MS)

Abundancia relativa

Pico IK Compostos identificados
TR1 x F20 TR4 x F20 Qtx F20
1 722 1-Butanol, 3-methyl- 1,01+1,26 0,43+0,06 0,61+0,50
2 726  1-Butanol, 2-methyl-, (S)- 1,1941,50 0,36+0,13 0,60+0,50
3 829 1,3-octadiene 0,88+1,09 0,00+0,00 0,00+0,00
Benzene, 1,3-dimethyl- o
4 872 m-Xylene 0,54+0,45 0,13+0,02 0,17+0,06
5 893 2-Heptanone 0,09+0,16 0,10+0,07 0,19+0,17
6 915  Oxime-, methoxy-phenyl- 0,07+0,10 0,03+0,02 0,03+0,01
7 965 Benzaldehyde 0,07+0,10 0,07+0,02 0,19+0,12
8 972 Benzene, 1,2,3-trimethyl- 0,95+0,64 0,50+0,36 1,15+0,73
9 988 3-Octanone 0,38+0,32 0,04+0,00 0,05+0,04
10 993 Furan, 2-pentyl- 6,20+2,80 3,29+2,08 8,87+0,95
11 1029 p-Mentha-1,3,8-triene 0,24+0,31 0,04+0,00 0,03+0,01
12 1033 Limonene 0,93+0,51 0,22+0,08 0,29+0,09
13 1048 Benzeneacetaldehyde 0,02+0,04 0,00+0,00 0,01+0,02
14 1079 Mesitol 0,07+0,12 0,08+0,02 0,00+0,00
15 1093 Terpinolene 0,77+0,41 0,42+0,16 0,34+0,24
16 1195 2-n-Heptylfuran 0,25+0,47 0,09+0,13 0,08+0,06
6-Methyl-3,5-heptadien-
17 1205 2-one 1,22+0,82 1,81+0,40 1,47+0,24
18 1246 Cetona ndo identificada 0,09+0,12 0,18+0,02 0,50+0,12
19 1256 Cetona ndo identificada 0,03+0,04 0,10+0,01 0,34+0,06
20 1265 Cetona ndo identificada 0,11+0,06 0,02+0,03 0,02+0,02
21 1270 Cyclohexanone, 2-butyl- 0,07+0,11 0,20+0,17 0,53+0,07
22 1272 3,5-Dimethoxytoluene 0,27+0,17 0,14+0,04 0,05+0,03
23 1361 alpha-Cubebene 1,11+0,53 0,68+0,07 0,47+0,06
24 1366 alpha-Longipinene 0,89+0,72 0,59+0,29 0,56+0,20
25 1385 Ylangene 0,77+0,64 0,57+0,35 0,44+0,17
Longicyclene/gamma-
26 1389 Muurolene 0,86+0,40 0,66+0,30 0,73+0,18
27 1396 alpha-Cedrene 0,25+0,30 0,23+0,06 0,10+0,11
28 1400 Tetradecane 0,62+0,47 0,00+0,00 0,41+0,19
29 1402 beta-Cubebene 0,10+0,11 0,40+0,06 0,02+0,04
30 1418 alpha-Himachalene 2,42+1,49 1,81+0,30 1,68+0,34
31 1427 (+)-Longifolene 17,27+6,53 17,06£3,62  17,59+1,80
Myltayl-4(12)-ene/beta-
32 1431 Barbatene 3,27+2,20 2,37+0,00 1,87+0,30
33 1435 Nao identificado 2,02+1,36 2,12+0,05 1,86+0,24
Muurola-3,5-
34 1448 diene/Dauca-8,5-diene 4,78+2,66 8,83+1,07 4,74+2 51
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35 1454 Elixene/Thujopsene-(12) 0,49+0,35 0,71+0,04 0,65+0,14
36 1462 beta-Farnesene 0,45+0,64 1,56+0,23 0,90+0,19
37 1465 Nao identificado 0,92+0,37 0,72+0,04 0,46+0,05
2H-Pyran-2-one, 6-
38 1475 pentyl- 11,72+7,88 16,04+2,07 27,53+4,11
39 1482 Nao identificado 0,32+0,43 0,52+0,00 0,28+0,04
Acoradiene<10-epi-beta-
40 1485 > 0,51+0,34 0,24+0,35 0,37+0,13
41 1487 Amorpha-4,11-diene 1,31+0,76 1,44+0,80 0,81+0,17
42 1491 betha-Chamigrene 2,98+1,10 2,42+0,50 1,88+0,29
43 1495 alpha-Muurolene 1,58+2,33 1,23+0,52 0,66+0,17
44 1498 gamma-Muurolene 2,25%1,83 2,53£1,36 1,12+0,23
45 1504 beta-Curcumene 0,69+0,99 1,00+0,08 0,40+0,15
46 1510 Nao identificado 0,37+0,14 0,00+0,00 0,00+0,00
47 1514 Nao identificado 0,20+0,19 0,66+0,02 0,40+0,08
48 1519 beta-Bisabolene 0,86+0,40 1,34+0,65 1,21+0,22
beta-Elemene/Helifolenol
49 1522 B 1,47+0,75 0,80+1,14 1,23+0,47
50 1527 gamma-Bisabolene 0,02+0,04 0,00+0,00 0,17+0,06
51 1538 Cetona ndo identificada 2,23+1,76 1,30+0,11 1,42+0,26
trichodiene/beta-
52 1544 bazzanene 16,46+7,07 15,97+1,7 11,31+0,0
53 1553 Nao identificado 0,07+0,14 0,13+0,19 0,00£0,00
54 1621 Longiborneol 1,92+1,73 2,29+0,24 1,93+0,91
55 1644 gamma-Eudesmol 0,9+1,14 0,78+0,12 0,26+0,10
56 1699 Longifolenaldehyde 0,26+0,11 0,15+0,06 0,09+0,04
(E)-6-(hept-1-enl-yl)-2H-
57 1756 pyran-2-one 0,48+0,23 0,68+0,10 0,38+0,06
Isoaromadendrene
58 1848 epoxide 0,14+0,17 0,10+0,06 0,06%0,03
59 1857 Corymbolone 0,07+0,10 0,04+0,06 0,03+0,02
60 2021 Cembrene 1,37+2,24 2,52+1,50 0,29+0,26
61 2062 Verticiol 0,12+0,17 0,30+0,19 0,08+0,05
62 2247 Pimara-7,15-dien-3-one 0,03+0,05 0,02+0,01 0,00£0,00
Total identificado 100,00% 99,06% 99,91%

Onde: IK — indice de Kovats.

Observa-se que a maioria dos compostos dessas amostras ja estavam presentes quando

foram avaliados os trés isolados de T. asperellum isoladamente, bem como no tratamento

somente com o isolado de F. graminearum. Contudo, percebe-se uma diminuicdo da

abundancia relativa de alguns compostos importantes de F. graminearum, quando esse fungo

foi exposto aos metabdlitos de T. asperellum, principalmente do isolado Qt, conforme

demonstrado na figura 1. Percebe-se na regido do cromatograma relacionada aos
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sesquiterpenos, a diminuicdo dos compostos, longifolene, Trichodiene e Longiborneol, ja

descritas como ligadas a toxidade e patogenicidade de espécies do género Fusarium (figura 1).

Figura 1 — Regido dos sesquiterpenos ampliada demonstrando a diminuicdo de compostos
produzidos por Fusarium graminearum, quando o fungo cresceu em contato com 0s
metabolitos volateis de Trichoderma asperellum (Qt).
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Onde: Linha azul Compostos Orgéanicos Volateis (COVs) de Fusarium graminearum no tratamento sem contatos
com os metabolitos volateis de Trichoderma asperellum (Qt) e linha preta metab6litos de F. graminearum em
contato com os metabolitos volateis de T. asperellum (Qt).

5.4 DISCUSSAO

Nesse trabalho foi avaliada a a¢do dos metabdlitos volateis de diferentes isolados de
Trichoderma asperellum sobre Fusarium graminearum, também foram identificados o0s
Compostos Organicos Volateis (COVs) liberados por diferentes isolados de Trichoderma
asperellum e um isolado de Fusarium graminearum, isoladamente e em confronto. A inibicéo
do crescimento micelial de F. graminearum variou de 11,18 a 14,84%, e nesse teste, foi avaliada
somente a acdo dos metabdlitos volateis no crescimento micelial, esses por sua vez, nao
interferem apenas no crescimento micelial, mas também na producdo de compostos volateis
que participam em funcdes fisiologicas importantes de F. graminearum, como na
patogenicidade e na producdo de substancias toxicas (COONEY et al., 2001; EL-HASAN et
al., 2008; PROCTOR et al., 2005).

Quando foram avaliados os COVs liberados por F. graminearum sem a interacdo com

0s antagonistas, observou-se um perfil de sesquiterpenos ja descritos para a espécie (GIROTTI
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et al., 2012). Segundo Busko et al. (2019) entre os sesquiterpenos, estdo as micotoxinas que
compreendem um grande grupo de compostos, toxicos para as plantas, humanos e animais.
Algumas dessas substancias ja foram relatadas para F. graminearum, como é o caso do
Trichodiene/beta-bazzanene, que foi encontrado na presente pesquisa com abundancia relativa
de 16,09% (GIROTTl et al., 2012; MALBRAN et al., 2020). Esse composto é um sesquiterpeno
e € o primeiro intermediario ciclico na via biossintética dos tricotecenos, que sdo micotoxinas
comumente associadas a espécies de Fusarium (DEMYTTENAERE et al., 2004; MALBRAN
et al., 2020).

A micotoxina tricoteceno deoxynivalenol (DON) atua ligando-se ao dominio da
peptidil-transferases nos ribossomos de organismos eucarioticos, inibindo a sintese de proteinas
(GARREAU DE LOUBRESSE et al., 2014). Segundo Rocha et al. (2005), a caracteristica
toxica da DON em plantas e animais pode levar a interrupgéo da sintese de DNA/RNA, estresse
ribotoxico e citotoxicidade dirigida & membrana. Além disso, Proctor et al. (2005) descreveu
gue os tricotecenos sao fatores que influenciam na patogenicidade e no desenvolvimento de
doencas em plantas causadas por F. graminearum, que pode ser um conhecimento importante
visando praticas de manejo que visam reduzir danos causados por doencas causadas por esse
patogeno.

A culmorina é uma substancia que demonstra sinergismo com a DON, aumentando a
toxidade da mesma (MCCORMICK, 2014). Culmorina ¢é produzida pela biotransformacéo de
difosfato de farnesila através de um complexo caminho. Um elemento-chave desta via € o
longiborneol, identificado nos COVs de F. graminearum na presente pesquisa com abundancia
relativa de 6,88%, esse COV difere da culmorina pela falta de um dnico grupo hidroxila. Essa
molécula é necessaria para completar a biossintese de culmorina em possivel associacdo com
uma oxigenase (MCCORMICK et al., 2010).

Para Fusarium verticillioides foram descritos alguns outros sesquiterpenos entre eles:
Longicyclene, D-Longifolene, beta-Elemene/Helifolenol B, Germacrene D, que também foram
encontrados no presente estudo (ACHIMON et al., 2019). Destaca-se a presenca D-longifolene
com abundancia de 26,41% e uma mistura de sesquiterpenos, em que nao foi possivel identificar
0s compostos isoladamente, esse fato reflete a complexidade das estruturas neste grupo de
compostos (BUSKO et al., 2019). Isso se deve as muitas modificagbes quimicas as quais eles
podem ser submetidos, culminando em diferentes propriedades e atividades com respeito aos
organismos vivos (TAKAHASHI et al., 2007).
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Para que os fungos do género Trichoderma spp. demonstrem méxima acao antagonista
no parasitismo, ocorre uma agédo combinada de metabolitos secundérios e enzimas hidroliticas
que lisam a parede celular do fungo atacado, ou seja, ha um sinergismo entre os fatores, por
isso se torna tdo importante conhecer os COVs liberados por fungos dessa espécie
(DRUZHININA et al., 2011). Na presente pesquisa pode-se dar &nfase ao composto 2H-Pyran-
2-0ne, 6-pentyl- (6PAP), que apresentou mais de 50% de toda a abundancia relativa dos COVs,
dos diferentes isolados de T. asperellum. Este composto é uma pirona produzida por varias
espécies de Trichoderma, incluindo T. hamatum, T. citrinoviride, T. viridescens, T. atroviride,
T. viride, T. asperellum, e T. harzianum (EL-HASAN et al., 2017; MARQUES et al., 2018,
JELEN et al., 2014). Segundo Vinale et al. (2008) 6PAP possui atividade antifungica, pois
reduziu o crescimento micelial de fitopatdgenos, como B. cinerea, R. solani e F. oxysporum.
Os autores relatam ainda, que esse composto teve efeito regulador de crescimento e induziu a
defesa sistémica nas plantas, sendo que o efeito regulador de crescimento foi comparado a
fungdo que a auxina exerce nas mesmas.

O composto 6PP obtido de T. asperellum T23 e T. harzianum T16 suprimiu a formacao
de peritécio e ascésporo de F. graminearum (EL-HASAN et al., 2017; MARQUES et
al., 2018). Mazzei et al. (2016) descreveu o efeito positivo do 6PP em plantas de tomate, que
foi correlacionado a mudancas na composi¢cdo dos metabodlitos presentes na folha da planta,
aumentando a acetilcolina, que atua na permeabilidade de membranas e aumentando o &acido
gama-aminobutirico, que regula o metabolismo do carbono, mantém o pH e a pressdo osmética
no interior das células.

Quando encontrados nos COVs liberados por Trichoderma spp., 0s sesquiterpenos sao
considerados ferramentas no mecanismo de competicdo, pois 0s mesmos possuem potencial na
regulacdo e supressdo do crescimento em microrganismos que competem por espaco e/ou
nutrientes, com Trichoderma spp. (POLIZZI et al. 2011). Segundo Inoue et al (2004) os
sesquiterpenos agem na membrana plasmatica causando perda de controle osmoético nas
membranas celulares, devido a caracteristica lipofilica desses compostos. Kramer e Abraham
(2012) sugerem que esses compostos agem como se fossem solventes, facilitando a passagem
de toxinas pelas membranas. No geral, espécies de Trichoderma com caracteristicas de
micoparasitismo produzem esse tipo de composto (STOPPACHER et al., 2010; CITRON et al.,
2011; CRUTCHER et al., 2013), esse fato torna provavel que os sesquiterpenos também
auxiliam na habilidade desses fungos em antagonizar patdgenos, estabelecendo-se como

altamente competitivos no ambiente proximo a rizosfera
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Nas amostras de T. asperellum avaliadas, também foram observados compostos volateis
de oito carbonos, sendo 0s mesmos importantes no metabolismo de fungos do género
Trichoderma spp. Herrero-Garcia et al. (2011), demonstraram que esses compostos induzem a
formac&o de conidios e crescimento de fungos, além de auto inibi¢do, dependendo da densidade
celular. Nemcovic et al. (2008) relatou que 1-octen-3-ol e seus analogos 3-octanol e 3-octanona
sdo responsaveis pelo processo de conidiagdo em Trichoderma spp. Esses compostos também
foram relacionados com o desenvolvimento da coldnia e & comunicacao entre as colénias de
Trichoderma spp.

Entre os alcoois liberados pelos isolados de T. asperellum da presente pesquisa esta o
2-meti-1-butanol, Humphris et al. (2002) demonstraram que o 2-meti-1-butanol produzido
por T. aureoviride e T. viride, afetou negativamente o crescimento micelial e a sintese de
proteinas em Serpula lacrymans, que causa a podriddo seca em madeira. O longifoleno e seus
derivados oxidados também possuem propriedades antifungicas (MUKAI et al., 2017). No
trabalho desenvolvido por Yamasaki et al. (2007) limoneno apresentou atividade antifingica
contra Alternaria alternata. Em outro caso, o limoneno acelerou a via de sinalizagdo acido
jasmonico, induzindo a expressdo de um gene relacionado a inducdo de resisténcia
em Arabidopsis thaliana e no espinafre mostarda japonés (Brassica rapa var. Perviridis), apos
inoculacdo com Colletotrichum higginsianum (FUJIOKA et al., 2015).

As interacOes entre espécies de Trichoderma com caracteristicas antagonistas contras
fungos fitopatogénicos sdo complexas e isso se reflete também quando avaliamos a interacédo
dos COVs desses microrganismos. Nesta pesquisa percebe-se que, ao contrario do esperado,
nem sempre o fato dos fungos fitopatogénicos e dos seus metabolitos volateis entrarem em
contato com antagonistas do género Trichoderma spp. tém papel estimulador na producéao de
metabolitos secundarios com acéo fungitdxica.

O efeito relatado acima ja foi descrito por Stoppacher et al. (2010) que avaliou o perfil
da producdo de COVs emT. atroviride na presenca de uma micotoxina liberada
por Fusarium. O autor relatou que a micotoxina altera o padrdo de expressdo de COVs de T.
atroviride, suprimindo a producdo de 6PP, enquanto a producdo de compostos associados a
esporulacdo, como 1-octen-3-ol, aumenta. Por outro lado, alguns isolados Trichoderma spp.
sdo capazes de degradar, por exemplo, o &cido fusarico e inibir a producdo da mesma devido a
secre¢cdo de 6PAP (EL-HASAN et al., 2008). Em outro estudo Cooney et al. (2001)
descreveram que o 6PAP liberado por Trichoderma spp. foi capaz de inibir a biossintese de

tricoteceno deoxynivalenol (DON) produzida por Fusarium spp.
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Na presente pesquisa pode-se notar a diminuigdo da abundancia relativa de importantes
COVs de F. graminearum quando o fungo foi exposto aos COVs do isolado Qt de T.
asperellum. Esses compostos sdo o longiborneol, trichodiene e o longifolene, que séo elementos
chave na producao de substancias toxicas. Essas mudangas no perfil dos compostos observadas
na presente pesquisa, propdem que 0S microrganismos podem alterar seu metabolismo
secundario e, assim, alterar o padréo de expressdo dos compostos volateis, para competir com
outros microrganismos, sendo importante ressaltar a acdo dos COVs de Trichoderma spp. na
inibicdo de compostos ligados a capacidade fitopatogénica do isolado de F. graminearum.

5.5 CONCLUSAO

Os diferentes isolados de Trichoderma asperellum inibiram o crescimento micelial de
Fusarium graminearum. T. asperellum produziu 6PAP, composto descrito como inibidor de
patogenos e indutor de crescimento vegetal. F. graminearum produziu compostos ligados a
toxidade e a patogenicidade. Os compostos organicos volateis dos isolados de Trichoderma
asperellum inibiram a formacdo de compostos volateis de Fusarium graminearum, dentre eles
o longiborneol, trichodiene e longifolene, conhecidos como percursores de toxinas que afetam

animais e contribuem com a patogenicidade em vegetais.
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6 CAPITULO IV - Trichoderma asperellum NO CONTROLE DE CANCRO DO
TRONCO EM Carya illinoinensis

Carya illinoinensis é uma espécie florestal que estd ocupando cada vez mais espago em
propriedades rurais, fazendo parte da renda do produtor através da producéo de nozes. Contudo,
problemas fitossanitarios ameacam o rendimento da cultura, interferindo no desenvolvimento
das plantas ou até mesmo causando a morte das mesmas. O cancro do tronco é uma dessas
doencas que foi identificada recentemente em pomares no Rio Grande do Sul. Os agentes
causais da doenca sdo fungos que fazem parte da familia Botryosphaeriaceae, e entre eles esta
Lasiodiplodia theobromae. Como trata-se de um patégeno habitante natural do solo, a
utilizacdo do controle bioldgico esta entre os métodos mais eficientes de manejo da doenga.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma
asperellum e de seus filtrados de cultura no controle de Lasiodiplodia theobromae in vivo e na
promogcé&o do crescimento de mudas de nogueira-peca. Foram desenvolvidos dois experimentos,
ambos em casa de vegetacdo. No primeiro experimento, a parte aérea das plantas foi aspergida
pelos tratamentos de controle bioldgico e, 14 dias ap6s foi inoculado o patégeno no caule, por
meio de ferimento. No segundo experimento, o substrato foi umedecido com os tratamentos de
controle biolégico e 14 dias apos foi feita a inoculacdo do patdogeno seguindo mesma
metodologia do primeiro experimento. Foram avaliados 0s seguintes parametros: comprimento
da parte aérea, diametro do caule, massa fresca da parte aérea e da raiz, massa seca da parte
aérea e da raiz, incidéncia e severidade da doenga. A comparacdo das médias foi pelo teste de
Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, com o software SISVAR. Nos dois experimentos,
obteve-se as maiores respostas nos parametros de crescimento avaliados nos tratamentos com
os filtrados de cultura e com a suspensdo de esporos em relacdo ao tratamento inoculado com
0 patdgeno sem o uso dos tratamentos de controle biologico. Esses tratamentos também
reduziram a incidéncia e a severidade do cancro do tronco em mudas de nogueira-peca, sendo
que o melhor tratamento variou com a forma de aplicacdo. Os dois isolados de T. asperellum e
os dois filtrados de cultura estimularam o crescimento inicial das plantas, diminuiram a
incidéncia e a severidade do cancro do tronco nas plantas de nogueira-pecd, independente da
forma de aplicacao.

Palavras-chave: cancro do tronco. Lasiodiplodia theobromae. Controle biologico. Manejo de
doencas.

Trichoderma asperellum IN THE CONTROL OF STEM CANKER IN Carya
illinoinensis

Carya illinoinensis is a forest species that is occupying more and more space on rural properties,
forming part of the producer's income through the production of nuts. However, phytosanitary
problems threaten the yield of the crop, interfering with the development of the plants or even
causing their death. Trunk canker is one of those diseases that was recently identified in
orchards in Rio Grande do Sul. The causative agents of the disease are fungi that are part of the
Botryosphaeriaceae family, and among them is Lasiodiplodia theobromae. It is a pathogen that
inhabits natural soil, the use of biological control is among the most efficient methods of
managing the disease. Thus, the objective of this work was to evaluate the ability of
Trichoderma asperellum isolates and their culture filtrates to control Lasiodiplodia theobromae
in vivo and to promote the growth of pecan seedlings. Two experiments were carried out, both
in a greenhouse. In the first experiment, the aerial part of the plants was sprayed by biological
control treatments and, 14 days later, the pathogen was inoculated into the stem, through injury.
In the second experiment, the substrate was moistened with biological control treatments and
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14 days later the pathogen was inoculated following the same methodology as the first
experiment. The following parameters were evaluated: length of the aerial part, stem diameter,
fresh mass of the aerial part and the root, dry mass of the aerial part and the root, incidence and
severity of the disease. The comparison of means was performed using the Skott-Knott test at
a 5% probability of error, using the SISVAR software. In both experiments, the greatest
responses were obtained in the growth parameters evaluated in the treatments with the culture
filtrates and with the spore suspension in relation to the treatment inoculated with the pathogen
without the use of biological control treatments. These treatments also reduced the incidence
and severity of stem canker in pecan seedlings, and the best treatment varied with the form of
application. The two isolates of T. asperellum and the two culture filtrates stimulated the initial
growth of the plants, decreasing the incidence and severity of stem canker in pecan plants,
regardless of the form of application.

Keywords: Trunk canker. Lasiodiplodia theobromae. Biological control. Disease
management.

6.1 INTRODUCAO

Botryosphaeriaceae é uma familia fungica que compreende 22 géneros, distribuindo-se
principalmente, em regibes tropicais e subtropicais, ocorrendo em uma ampla gama de
hospedeiros. Os fungos desta familia podem apresentar habitos saprofitas, ser fitopatogénicos
ou sobreviver em tecidos vegetais de forma assintomatica (ABDOLLAHZADEH et al., 2010;
LUO et al, 2019). Os géneros Lasiodiplodia, Pseudofusicoccum, Neoscytalidium,
Neofusicoccum, Diplodia, Dothiorella e Botryosphaeria, sdo descritos como causadores de
doencas em plantas e ocasionam uma infinidade de sintomas, como queima de brotagdes,
cancros do tronco, apodrecimento de frutas e gomose (ABDOLLAHZADEH et al., 2010).

Entre os hospedeiros desses fungos destaca-se a nogueira-pecd [Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch], nessa espécie os fungos da familia Botryosphaeriaceae causam a doenga
cancro do tronco, caracterizada por pequenas lesdes elipticas na casca do tronco e dos ramos
que progridem para cancros, com a presenca de estrias negras proximas aos tecidos vasculares.
Em casos mais severos da doenca esses fungos podem levar a planta atacada a morte
(POLETTO et al., 2016; ROLIM et al., 2020).

O controle bioldgico de doencas merece atencdo por ser uma forma de controle segura,
eficaz e que atende aos requisitos de protocolo de certificacbes no mercado internacional
(MEYER et al., 2019). Nesse sentido, o controle biologico pode ser definido como o controle
de microrganismos causadores de doencas em plantas, por meio da diminui¢do do in6culo em
estado dindmico ou estatico, por meio da utilizacdo de outros microrganismos, conhecidos
como antagonistas (O'BRIEN et al., 2017). Entre os antagonistas mais estudados no controle

biologico estdo os fungos do género Trichoderma. A eficiéncia de Trichoderma no controle de
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microrganismos fitopatogénicos é decorrente dos mecanismos conhecidos como: antibiose,
micoparasitismo e/ou competicdo, capacidade de induzir resisténcia de plantas a doencas,
efeitos positivos na germinagéo e no crescimento de plantas (MEDEIROS et al., 2018).
Trichoderma spp. foi relatado como eficiente no controle biolégico do cancro do tronco
em teca (Tectona grandis Linn, F.) por Borges et al. (2018). No trabalho, os autores estudaram
a reducdo da expressdo do sintoma cancro do tronco, devido a incorporagdo de Trichoderma
harzianum e Trichoderma asperellum ao substrato de cultivo, resultando na redugdo dos
sintomas nas plantas tratadas com o antagonista de até 50 e 100%, para cada microrganismo
respectivamente. Assim, o presente estudo objetivou (i) avaliar a acdo de dois isolados de
Trichoderma asperellum e dos seus filtrados de cultura no controle de Lasiodiplodia
theobromae in vivo e, (ii) avaliar o efeito dos isolados de T. asperellum e dos seus filtrados de

cultura na promocéo do crescimento de mudas de nogueira-peca.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local de realizacdo dos experimentos, origem e caracterizacdo dos microrganismos

O trabalho foi realizado no Laboratério Biotec Factory do Departamento de Engenharia
Quimica, no Laboratério de Fitopatologia Elocy Minussi e na casa de vegetacdo do
Departamento de Defesa Fitossanitaria, todos pertencentes a Universidade Federal de Santa
Maria, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

Foram utilizados dois isolados antagonistas de Trichoderma asperellum, e um
patogénico de Lasiodiplodia theobromae. Um dos isolados de T. asperellum foi obtido de solo
rizosférico de plantas adultas de C. illionensis e codificado como TR1. O outro isolado foi
obtido de uma aliquota do produto comercial Quality® (2x10° conidios por mL) plaqueada para
0 meio BDA, codificado como Qt (T. asperellum). Para obtencdo do isolado de T. asperellum
do solo, foram realizadas diluicdes seriadas, o mesmo foi identificado molecularmente, a
sequéncia de DNA depositada no GenBank (MN082152), e, posteriormente ele foi armazenado
no herbéario na Universidade Federal de Santa Maria (n° 18,372), conforme descrito no Capitulo
| da presente tese.

O isolado de Lasiodiplodia theobromae era procedente da micoteca do Laboratério de
Fitopatologia Elocy Minussi da Universidade Federal de Santa Maria, e estava armazenado no

refrigerador em tubos eppendorf contendo agua destilada esterilizada. Esse isolado foi obtido
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de plantas de nogueira-pecd com sintomas de cancro do tronco e fendilhamento, e
posteriormente, foi testado em casa de vegetacdo, confirmando a sua patogenicidade. Este
isolado foi identificado molecularmente, com codigo no GenBank MT533179 e registro no
herbario na Universidade Federal de Santa Maria sob n°18,362.

6.2.2 Produgcéo dos filtrados de cultura de Trichoderma asperellum

Os isolados de T. asperellum foram cultivados em placas de Petri (7 dias, 25 +2 °C, 12
h fotoperiodo), ap6s foi adicionada dgua destilada e esterilizada e realizada a raspagem da
superficie da coldnia com a al¢ca de Drigalski, a suspensdo foi ajustada para a concentragdo
1x10° para o isolado TR1 e Qt, separadamente. A suspensdo de esporos (1 mL) dos isolados de
T. asperellum foi colocado em erlenmeyers de 250 mL de capacidade, com volume utilizado de
100 mL de meio de cultura liquido em camara de fluxo laminar.

O meio de cultivo era composto por: 20 g/L de Agua de Maceragio de Milho (AMM),
7,5 g/L de extrato de levedura, 50 g/L de sacarose, e o pH foi ajustado para 5, com o auxilio de
pHmetro digital, sendo esta a melhor condicdo de cultivo do antagonista para a producédo de
filtrados de cultura obtida no Capitulo I. Antes da inoculacdo os erlenmeyers contendo o meio
de cultivo foram autoclavados a 120 °C durante 20 min.

ApOs acrescentar a suspensdo ao meio, os erlenmeyers foram alocados em camara
incubadora com agitacdo orbital, sob agitacdo de 100 rpm para os isolados TR1 e Qt.
Transcorridas 96 h de incubacdo foi efetuada a separacdo da biomassa da parte liquida,
executada por filtragem em membrana milipore 12 micras e em seguida em 0,22 micras para
assegurar que o filtrado de cultura estivesse livre de esporos fungicos. Para a filtragem foi
utilizado um sistema com membranas acopladas a uma bomba de vacuo para reduzir o tempo
da filtracdo. Os filtrados de cultura foram congelados para posterior emprego nos bioensaios,

adaptado da metodologia de Junges et al. (2018).

6.2.3 Producdo das mudas, preparo do indculo e inoculacdo do patégeno

As mudas de nogueira-pecd utilizadas para 0s experimentos foram obtidas de sementes
da cultivar Barton. Primeiramente, procedeu-se com o processo de estratificacdo das sementes,
as quais foram acomodadas em camadas alternadas de areia esterilizada com 5 cm de espessura,
dispostas em bandejas plasticas. As sementes foram umedecidas a cada trés dias e as bandejas

eram providas de orificios na parte inferior para drenagem do excesso de agua. As bandejas
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foram mantidas em cémara fria na temperatura de 4 °C £ 0,5 °C durante noventa dias
(POLETTO et al., 2016). Posteriormente, efetuou-se a semeadura em substrato comercial
esterilizado acomodado em bandejas de 7 L com orificio na parte inferior para drenagem da
agua. Transcorridos sete dias da emergéncia, transplantou-se as plantulas para sacos plasticos
(12 cm x 25 cm) com substrato comercial Mecplant® (composto por casca de Pinus, vermiculita,
e macro nutrientes) esterilizado.

Para o preparo do in6culo, inicialmente o patdgeno foi cultivado em meio de cultura
BDA por 7 dias em BOD a 25 °C + 2 °C com fotoperiodo de 12 h, para posterior utilizacdo. O
indculo do patdgeno foi depositado entre a regido basal e mediana do caule das mudas
(aproximadamente 90 dias ap6s a emergéncia) a aproximadamente 5 cm do substrato, atraves
de uma incisdo, com o auxilio de um bisturi esterilizado. Em cada orificio foi depositado um
disco de 6 mm de diametro de meio de cultura BDA contendo estruturas do isolado patogénico.
O ferimento foi coberto com algodao umedecido e envolvido com plastico filme transparente,
para evitar o ressecamento e a entrada de outros microrganismos. Nas plantas testemunha foram
realizadas as incisdes e nestas foi depositado o disco de meio de cultura sem estruturas do fungo
(adaptado de TREMACOLDI et al., 2009).

6.2.4 Experimento 1 - Aplicacdo dos tratamentos via parte aérea

Para esse experimento foram utilizadas plantas com 90 dias ap0s a emergéncia, essas
plantas apresentavam altura que variava de 18,42 a 21,25 cm e diametro entre 3,01 a 3,79 mm.
A aplicacdo dos tratamentos foi realizada 14 dias antes da inoculacdo do fungo fitopatogénico
por aspersao sobre as plantas. Os filtrados de cultura e as suspensdes de esporos de Trichoderma
asperellum (1x10°), foram aspergidas com aspersor manual, de forma que atingisse toda a
planta, em cada planta foi aplicado 10 mL dos tratamentos de controle biol6gico.

Para testar o efeito dos tratamentos em plantas sadias, sem a inoculacdo do fungo
fitopatogénico, apenas a suspensdo de esporos ou os filtrados de cultura foram aspergidos sobre
as plantas. Para avaliar o efeito apenas do patdgeno na planta, fez-se a inoculacdo do fungo
fitopatogénico sem nenhum tratamento de controle bioldgico, sendo aspergida somente agua

destilada sobre as plantas.

6.2.5 Experimento 2 - Aplicacdo dos tratamentos no substrato
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As plantas foram transplantadas com aproximadamente 90 dias apds emergéncia, sendo
escolhidas as plantas mais homogéneas, cuja a altura variava de 16,79 a 19,18 cm e didmetro
3,83 a 4,65 mm. Para a aplicacdo dos tratamentos de controle biolégico o substrato foi
umedecido, com a aplicagdo de 10 mL da suspensdo de esporos dos isolados de Trichoderma
asperellum (1x10°) ou dos filtrados de cultura originados destes, para cada planta. O outro
tratamento consistiu somente na utilizagdo de agua destilada e esterilizada em substituicdo aos
tratamentos de controle bioldgico. Apds 14 dias do tratamento com a suspensdo de esporos ou
com os filtrados de cultura foi realizada a inoculacdo do patdgeno, tanto nos tratamentos com
as plantas tratadas, como naquelas que ndo receberam nenhum tratamento visando o controle

do patégeno. Em seguida as plantas foram mantidas por 90 dias em casa de vegetacao.

6.2.6 Avaliacao dos experimentos

As mudas foram observadas aos 15, 30, 45, 60, 75 dias apds a inoculacdo, para averiguar
a presenca de sintomas externos nas plantas, quando presentes foram analisados quanto ao
aspecto, ocorréncia de fendilhamentos na casca e formacéo de protuberancias ou morte. Aos 90
dias apos a inoculacdo do patdgeno, as plantas também foram avaliadas por uma escala de notas
adaptada de Borges (2018). Para utilizacdo da escala as plantas foram seccionadas ao meio e
analisadas quanto aos danos internos, sendo que esta escala varia de 0 a 4, determinada com
base na severidade da doenca: (Nota 0) = mudas sem lesdo visivel; (Nota 1) = lesdo com até 3
cm de comprimento; (Nota 2) = lesdo com até 6 cm de comprimento; (Nota 3) = lesdo de
comprimento superior 6 cm e (Nota 4) = mudas com leséo profunda, escurecimento dos vasos,
mostrando queda de folhas e morte.

No momento da inoculacdo do patdgeno e 90 dias apds, foram medidos o diametro do
colo e o comprimento da parte aérea, com auxilio de paquimetro digital e régua milimetrada.
Aos 90 dias apds a inoculacdo, foi determinada: a massa fresca de plantas, onde, primeiramente
as mesmas foram retiradas dos sacos plasticos e as raizes lavadas em agua corrente, depois as
plantas foram divididas em parte aérea e radicular, em que cada planta representou uma
repeticdo, apos estas foram pesadas em balanca analitica de precisdo 0,01 g e; massa seca de
plantas, que utilizou as plantas da determinacdo da massa fresca, as quais foram acondicionadas
em sacos de papel e colocadas em estufa a 60 + 3 °C até massa constante, ap0s estas foram

pesadas em balanca analitica de precisdo 0,01 g.
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6.2.7 Procedimento estatistico

O experimento com aplicacdo dos tratamentos de controle biolégico via parte aérea foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢ces, sendo cada
repeticdo composta por uma planta. Os tratamentos foram organizados em bifatorial: isolados
de Trichoderma asperellum (TR1 e Qt) e os filtrados de cultura obtidos através do cultivo destes
isolados em fermentacdo submersa (filtrado 1 e filtrado 2) X inoculagéo e néo inoculagdo do
fungo fitopatogénico.

O experimento da aplicacdo dos tratamentos de controle biolégico via substrato foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com oito repeti¢cbes, sendo cada
repeticdo composta por uma planta. A andlise foi bifatorial, sendo um fator os isolados de T.
asperellum (TR1 e Qt) e os filtrados de cultura obtidos através do cultivo destes isolados em
fermentacdo submersa (filtrado 1 e filtrado 2) e, o outro fator a inoculacdo ou ndo com L.
theobromae. Para os dois experimentos foi verificado se os dados apresentavam distribuicao
normal pelo teste de Shapiro-Wilk, utilizando o software BioEstat 5.0. As medias dos dados
foram comparadas pelo teste de Skott-Knott (p<0,05), utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2011).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Experimento 1 - Aplicacéo via parte aérea

Os resultados da avaliacdo de altura e didmetro das plantas, realizada 90 dias apds a
inoculacdo do patdgeno e apds a realizacdo do tratamento das mesmas com a suspensdo de
esporos e filtrados de cultura de Trichoderma asperellum sdo apresentados na Tabela 1. E
importante ressaltar que, no tratamento testemunha com a inoculacdo somente do patégeno,
houve a estagnacao total no incremento da altura das plantas, demonstrando o efeito negativo
do mesmo no crescimento das mesmas. Por outro lado, para o diametro ndo houve diferenca

estatistica entre os tratamentos.
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Tabela 1 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, no
crescimento das mudas de nogueira-pecd, através das variaveis: comprimento da
parte aérea (cm) e didmetro (mm), avaliada 90 dias apés a inoculagéo do patégeno.

Altura o Diametro .
Tratamentos PP AP Média PP AP Média
a;pre'ﬁg‘ﬁﬁfn”g'&) 20,77 a* 2137a 21,07 407 374" 391
Trichoderma
asperellum 21,85a 23,05a 22,45 3,81 3,93 3,87
(TR1)
Filtrado 1 21,10 a 22,20 a 21,65 3,76 3,54 3,65
Filtrado 2 21,25 a 22,40 a 21,82 3,27 381 354
Testemunha 18,42 b 22,07 a 20,24 3,86 3,67 3,76
Média 20,68 22,22 3,75 3,74
CV (%) 10,82 11,61

Onde: PP, presenca do patégeno; AP auséncia do patdégeno; ns: nao significativo pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade de erro. Médias seguidas por mesma letra minGscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados referentes a massa fresca da parte aérea
(MFPA) e da raiz (MFR) avaliados 90 dias ap0s a inoculacdo do patdégeno. Para a MFPA nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados, porém numericamente, as plantas
apresentaram maior MFPA para o tratamento sem a inoculacdo do patdgeno, exceto para o
tratamento com filtrado 2.

Quando avaliada a MFR, pode-se perceber que na presenca do patdégeno, nenhum
tratamento se destaca, no entanto, todos os tratamentos com o controle biolégico apresentaram
leve incremento na MFR em relacdo a testemunha apenas inoculada com o patégeno. Contudo,
qguando ndo havia a influéncia do patdogeno alguns tratamentos induziram maior
desenvolvimento das raizes, diferindo estatisticamente, como € o caso dos tratamentos Qt, TR1,
filtrado 1, com incremento de 8,47, 9,19, 15,77% respectivamente em relacdo a testemunha.
Porém, quando se compara a presenca e auséncia do patdgeno, verifica-se que para todos os
tratamentos a presenca do patdgeno causou efeito negativo, diferenciando-se estatisticamente

dos tratamentos sem o patégeno.
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Tabela 2 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, na
qualidade final das mudas de nogueira-pecd, avaliada por meio da massa fresca da
parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR).

MFPA - MFR s
Tratamentos PP AP Média PP AP Média
Trichoderma asperellum Qt 6,96™ 7,056™ 7,00 18,89Ba* 22,29 Aa 20,59

Trichoderma asperellum TR1 6,92 758 7,25 1798Ba 22,44 Aa 20,21

Filtrado 1 6,78 6,98 6,88 19,08Ba 23,79 Aa 21,44
Filtrado 2 7,73 738 755 18,15Ba 20,76 Ab 19,45
Testemunha 704 700 7,02 17,46Ba 20,55Ab 19,00
Média 7,09 7,20 18,31 21,97
CV (%) 8,12 10,79

ns: ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.*Médias seguidas por mesma letra
maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

Na Tabela 3, pode-se verificar que a MSPA seguiu a mesma tendéncia constatada na
MFPA, ou seja, ndo ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos com as suspensdes de
esporos ou com os filtrados de cultura e entre a presenca e auséncia do patogeno. Para a MSR,
houve diferenca estatistica entre os tratamentos de controle biolégico e a inoculagcdo ou ndo do
patdgeno, com interacdo entre os fatores. Na presenca do patdgeno o tratamento mais promissor
foi com asuspensdo de esporos do isolado de T. asperellum TR1, enquanto que na auséncia do
patogeno a maior media de MSR foi do filtrado 1, que ndo se diferenciou do tratamento com aa

suspensdes de esporos dos isolados TR1 e Qt.

Tabela 3 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, na
qualidade final das mudas de nogueira-pecd, avaliadas por meio da massa seca da
parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR).

MSPA .- MSR -
Tratamentos PP AP Média PP AP Média
Trichoderma asperellum Qt 3,21™ 3,37 3,29 7,49Bb° 11,44 Aa 9,47
Trichoderma asperellum TR1 3,48 392 3,70 8,17Ba 10,70 Aa 9,44
Filtrado 1 3,22 3,72 346 7,19Bb 12,95 Aa 10,07
Filtrado 2 4,07 360 384 677Ab 8,03Ab 7,40
Testemunha 3,18 359 338 680Ab 845Ab 7,62
Média 3,43 3,64 7,28 10,31
CV (%) 17,17 15,65

ns: ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. *Médias seguidas por mesma letra
maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.
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Nas avaliagdes sobre a manifestacdo de sintomas realizadas aos 15 e 30 dias seguintes
a inoculacéo de L. theobromae, ndo foram observados sintomas que pudessem ser associados a
acdo do patdgeno na planta. Contudo, na avaliagdo feita 45 dias ap6s a inoculagdo do patdgeno,
foram observados os primeiros sintomas relacionados ao cancro do tronco. Os sintomas
consistiram em fendilhamento longitudinal e cancro, algumas plantas apresentavam os dois
sintomas simultaneamente.

Os sintomas observados aos 90 dias foram semelhantes aos constatados aos 45 dias,
com fendilhamentos longitudinais e cancros, no entanto nesse momento os sintomas ocupavam
maiores proporcoes nos tecidos das plantas, sendo que havia uma planta morta. Nessa avaliacéo
foi observada a presenca de fendilhamentos longitudinais em todas as repeti¢des do tratamento
testemunha inoculada com o patégeno, ou seja, a incidéncia da doenca foi de 100% (tabela 4).
Além disso, esse tratamento foi 0 que apresentou a maior nota de severidade 3,50, com uma
planta morta no final do experimento.

Os demais tratamentos apresentaram incidéncia que variou 75% a 50% e houve uma
diminuicdo acentuada da severidade dos sintomas com notas iguais ou menores que 1,50. O
tratamento mais promissor para o controle de Lasiodiplodia theobromae aplicado via parte
aérea foi 0 com a suspenséo de esporos do isolado de T. asperelllum Qt, com incidéncia de 50%
e severidade de 0,75. Todos os tratamentos ndo inoculados com L. theobromae ndo
apresentaram mudas sintomaticas e, portanto, os sintomas nos tratamentos inoculados séo
referentes a aplicacdo proposital do patdgeno e ndo a presenca deste de forma latente nas
plantas. Nas plantas em que se aplicou somente as suspensdes de esporos de T. asperellum spp.
ou os filtrados de cultura, ndo houve nenhum sintoma que pudesse ser relacionado a efeito

fitotoxico causado pela aplicacao dos tratamentos.

Tabela 4 - Incidéncia (%) e notas de severidade da doenca, relacionados ao teste de
antagonismo in vivo 90 dias apds a inoculacdo do patdgeno.

Tratamentos Incidéncia Nota
Trichoderma asperellum Qt 50,00 c* 0,75b
Trichoderma asperellum TR1 75,00 b 1,50 b
Filtrado 1 50,00 ¢ 0,85b

Filtrado 2 75,00 b 1,25b
Testemunha 100,00 a 3,50 a

CV (%) 21,38 24,30

*Meédias seguidas por mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagéo.
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6.3.2 Experimento 2 - Aplicacdo dos tratamentos no substrato

Na tabela 5, podemos observar os resultados das avaliacdes realizadas aos 90 dias apds
a inoculacdo do patégeno, para o comprimento da parte aérea e didmetro do caule, pode-se
observar que os tratamentos interferiram de forma diferente nessas variaveis. As plantas do
tratamento testemunha, tanto com a inoculagdo ou sem a inoculacdo do patdgeno, em geral,
apresentaram comprimento da parte aérea significativamente menor que os demais tratamentos,
demonstrando que as suspensdes de esporos e os filtrados de cultura de T. asperellum foram
capazes de induzir o crescimento das plantas de nogueira-peca.

O tratamento que se mostrou mais promissor foi o com a suspensdo de esporos do
isolado TR1, em que as plantas apresentaram maior comprimento de parte aérea (21,47 cm),
tanto na presenca quanto na auséncia do patogeno (22,12 cm). A inocula¢do do patdégeno nao
prejudicou o incremento das plantas em didmetro de caule, mantendo-se estatisticamente
semelhante aos tratamentos na auséncia do patogeno. Na presenca do patdgeno, os tratamentos
com as suspensdes de esporos de T. asperellum e com os filtrados de cultura interferiram no
crescimento das plantas, sendo que o tratamento TR1 (5,01 mm) demonstrou plantas com

didmetro de caule estatisticamente superior aos demais.

Tabela 5- Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, no
crescimento das mudas de nogueira-pecd, através das variaveis: comprimento da
parte aérea (cm) e didametro (mm), avaliada 90 dias ap0s a inoculacao do patdgeno.

Comprimento da parte Diametro (mm)

Tratamentos aérea (cm) Média Média

PP AP PP AP
T”ChOdermStaSpere"“m 1997 Aa* 19,40 Ab 1968 459Ab 419Aa  4.39
T”ChOde”?ngpere"“m 2147 Aa  2212Aa 21,79 501Aa 451Aa 476
Filtrado 1 1990 Aa 1960 Ab 1975 435Ac 416Aa 425
Filtrado 2 1981 Aa  2088Aa 2034 454Ab 440Aa 447
Testemunha 1865Ab 1962Ab 1913 465Ab 415Aa 415

Média 19.96 20,32 4,49 4,28

CV (%) 55 9,61

Onde: PP, presenca do patégeno; AP auséncia do patégeno; *Médias seguidas por mesma letra maidscula na linha
e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro; ns:
ndo significativo. CV: Coeficiente de Variacao.
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Conforme observados na Tabela 6, para a massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa
fresca da raiz (MFR) houve diferenca estatistica entre os tratamentos, ocorrendo interagdo entre
os fatores. Os resultados demonstraram que o patdgeno interferiu na MFPA para alguns
tratamentos, como é o caso do tratamento com a suspensdo de esporos do isolado de T.
asperellum TR1 e com o filtrado 2, no entanto, o tratamento TR1 na presenca do patogeno foi
0 melhor para o acumulo da MFPA quando comparado aos demais. Na auséncia do pat6geno
dois tratamentos se destacaram no acimulo de MFPA, sendo eles o TR1 e o Filtrado 2. Tanto
na presenca, quanto na auséncia do patdgeno a testemunha, foi o tratamento que apresentou a
menor MFPA, demonstrando o efeito positivo dos tratamentos do substrato com as suspensoes
de esporos de T. asperellum e com os filtrados de cultura.

Na MFR também houve diferenca estatistica entre os tratamentos, com interacdo entre
os fatores. Novamente, o tratamento com o isolado de T. asperellum TR1 se destacou, estando
entre os maiores valores de MFR, na presenca e na auséncia do patogeno. Na auséncia do
patdgeno os tratamentos com a suspensao de esporos do isolado de T. asperellum Qt e filtrado
2 também mostraram potencial de induzir do crescimento das raizes. As testemunhas, na
presenca e na auséncia do patdgeno, apresentaram os menores valores de MFR, sendo que a
inoculacédo do patdgeno no caule das plantas de nogueira-peca sem a aplicacéo dos tratamentos

de controle biologico no substrato, gerou plantas com menor acimulo de MFR.

Tabela 6 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, na
qualidade final das mudas de nogueira-pecd, através das variaveis: massa fresca da
parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR).

Tratamentos MFPA Média MFR Média

PP AP PP AP
704 Ab~ 676Ab 690 24,61 Ab 2435Aa 24,48

Trichoderma
asperellum Qt
Trichoderma

9,73Ba 12,12 Aa 10,92 31,10 Aa 29,76 Aa 30,43
asperellum TR1

Filtrado 1 655Ab 587Ab 621 19,13Ab 19,79 Ab 19,46
Filtrado 2 554Bb 9,13Aa 7,33 23,17Bb 30,33Aa 26,75
Testemunha 546 Ab 497 Ab 521 1269Bc 19,19 Ab 1594
Média 6,86 7,77 2214 24,68
CV (%) 14,95 15,41

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagdo.



137

Para a MSPA e MSR houve diferenca entre os tratamentos e entre a inoculagédo ou ndo
com o patdgeno, havendo interacdo entre os fatores (Tabela 7). Para essas varidveis foi possivel
observar que, para a maior parte dos tratamentos, quando ndo foi inoculado o patégeno, o
acumulo de MSPA e MSR foram superiores aos inoculados com o patdégeno. A incorporagdo
da suspensdo de esporos dos isolados de T. asperellum no substrato, induziu maior
desenvolvimento do sistema radicular das plantas de nogueira-peca, como pode ser evidenciado
pela analise da MSR. A excecdo foi o tratamento com o Filtrado 2 na auséncia do patégeno,
que apresentou o maior valor para essa variavel, mas sem se diferenciar dos tratamentos com a

suspensdo de esporos dos isolados de T. asperellum.

Tabela 7 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico e de Lasiodiplodia theobromae, na
qualidade final das mudas de nogueira-pecd, através das variaveis: massa seca da
parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR).

MSPA . MSR -
Tratamentos PP AP Média rp AP Média

2,94 Ba* 4,96 Aa 3,95 9,86 Aa 11,14 Aa 10,50

Trichoderma
asperellum Qt
Trichoderma

355Aa 3,98 Aa 3,75 10,99 Aa 11,06 Aa 11,02
asperellum TR1

Filtrado 1 236Aa 254Ab 245 584Ab 556Ab 570
Filtrado 2 234Ba 378Aa 306 816Bb 11,78Aa 9,97
Testemunha 224Aa 182Ab 203 690Ab 508Ab 599
Média 2,69 3,42 8,35 8,92
CV (%) 16,37 12,62

*Médias seguidas por mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagao.

Nas duas avaliacdes iniciais realizadas para a observagédo de sintomas aos 15 e 30 dias
apos a inoculacdo do patdgeno, ndo foram observados sintomas que pudessem ser associados a
doenca cancro do tronco. Somente na avaliacdo seguinte, 45 dias apds a inoculacdo do
patdgeno, foram observados os primeiros sintomas, caracterizados por fendilhamentos e
cancros proximos ao local da inoculacdo. Aos 90 dias apds a inoculacdo, os sintomas eram
similares aos relatados aos 45 dias ap6s a inoculacdo, porém um ndmero maior de plantas
apresentava sintomas, e 0s mesmos, visualmente, ocupavam maior parte do tecido das plantas
sintomaticas. Nas plantas ndo inoculadas com o patdgeno, ndo foi observado nenhum sintoma
de fendilhamento ou de cancro que pudessem ser associados ao patdgeno, que poderia estar

latente na planta. Somente foi observada uma cicatriz no local do ferimento, resultante do
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processo de cicatrizacdo. Devido a auséncia de plantas doentes nesses tratamentos, optou-se
por ndo os adicionar esta varidvel na andlise estatistica.

Na tabela 8 é possivel constatar que quando houve inoculagdo do patdégeno e nenhum
tratamento de controle bioldgico, todas as plantas foram sintomaticas alcangando a incidéncia
de 100%, e severidade de 3,25. Nenhum tratamento de controle conteve totalmente a presenca
de sintomas relacionados com a doenca, contudo quando se utilizou a suspenséo de esporos de
T. asperellum (TR1) a incidéncia foi menor com 37,50% de plantas sintomaticas, e
consequentemente esse tratamento também apresentou a menor severidade de 0,38. Os demais
tratamentos foram intermediérios com incidéncia variando entre 50% (Filtrado 1 e 2) e 75%
(Qt) e notas entre 0,75 (Filtrado 1) e 1,37 (Qt).

Tabela 8 - Incidéncia (%) e notas de severidade da doenca, relacionados ao teste de
antagonismo in vivo em plantas inoculadas com Lasiodiplodia theobromae.

Tratamentos Incidéncia (%) Nota
Trichoderma asperellum Qt 75,00 b* 1,37b
Trichoderma asperellum TR1 37,50 ¢ 0,38 ¢c
Filtrado 1 50,00 ¢ 0,75¢

Filtrado 2 50,00 ¢ 0,88 ¢c
Testemunha 100,00 a 3,25a

CV (%) 31,52 24,54

*Médias seguidas por mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro. CV: Coefiente de Variacao.

6.4 DISCUSSAO

Esse trabalho foi desenvolvido com a intencdo de avaliar a acdo de isolados de
Trichoderma asperellum, na forma de suspensdo de esporos e de filtrados de cultura, no
desenvolvimento de plantas de nogueira-pecd, bem como, analisar a acdo desses tratamentos na
presenca do patdgeno causador do cancro do tronco, Lasiodiplodia theobromae.

Independente da forma de aplicacdo dos tratamentos (parte aérea ou substrato), de modo
geral, quando foi utilizado os microrganismos houve maior desenvolvimento das plantas,
constatado atraves do aumento da massa fresca e massa seca das plantas. Azevedo et al. (2017),
testou varios métodos de aplicacao de Trichoderma spp., sendo eles: tratamento de miniestacas;
incorporacdo de grdos de arroz colonizados ao substrato; pulverizacdo de suspensao de esporos
e; adicdo de suspensdo de esporos ao substrato e pulverizacdo de suspensdo de esporos,

concluindo que independentemente do método de inoculacdo, Trichoderma spp. apresentou
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potencial para ser utilizado na promoc¢do de desenvolvimento de mudas de Eucalyptus
camaldulensis.

O aumento da MSR e MSPA devido a utilizacdo de Trichoderma asperellum foi relatada
por outros autores em outras espécies. Em Jacaranda micranta (caroba) Amaral et al. (2017),
relataram MSR de 108,70 mg e MSPA de 178,07 mg para os tratamentos com T. asperellum
incorporados no substrato por meio de arroz previamente colonizado, enquanto que a MSR e a
MSPA foram de 34,8 mg e 48,23 mg para o tratamento controle, sendo todas as variaveis
analisadas 90 dias apds a semeadura. O isolado de T. asperellum obtido de solo rizosférico de
plantas adultas de nogueira-pecd, mostrou maior capacidade de promocéo de crescimento das
mudas, tanto nas aplicacfes via parte aérea, quanto incorporado ao substrato, bem como na
presenca e na auséncia do patdgeno. Esse fato pode estar relacionado com a origem do isolado
e seu prévio contato com a nogueira-pecd (MAHDIZADEHNARAGHI et al., 2015).

Metabolitos produzidos por fungos do género Trichoderma ja foram descritos como
promotores de crescimento de plantas, por isso no presente estudo, também foi avaliada a acéo
dos filtrados de cultura no crescimento de plantas de nogueira-pecd, na presenca e na auséncia
de Lasiodiplodia theobromae. A partir das analises da altura, diametro, MFPA, MFR, MSPA e
MSR, verificou-se que, de forma geral, na presenca do patdgeno, os filtrados de cultura ndo
foram capazes de influenciar positivamente nessas variaveis. Por outro lado, na auséncia do
mesmo, os filtrados de cultura mostraram-se benéficos para as variaveis: altura (incorporacao
no substrato), MFPA (incorporacao no substrato), MFR (incorporacdo no substrato) e na MSR
(tratamento da parte aérea da planta e do substrato).

Segundo Aguiar et al. (2015), alguns metabdlitos produzidos por Trichoderma spp.
promovem a multiplicacdo das células vegetais e, consequentemente, aumentam a biomassa
vegetal. Um desses metabdlitos € o &cido indol-3-acético, que ndo foi observado na constituicdo
dos filtrados de cultura utilizados no presente estudo, porém alguma outra substancia pode ter
acdo semelhante, como no caso dos compostos homélogos ao 2H-Pyran-2-one, 6-pentyl-
(6PAP) identificados nos filtrados de cultura e que podem atuar melhorando a solubilidade de
nutrientes (Capitulo 1), gerando beneficios no crescimento das mudas de nogueira-peca tratadas
com o0s mesmos (SOLDAN et al., 2018).

A incorporacdo dos filtrados de cultura no substrato mostrou-se a forma mais eficaz de
aplicacdo dos mesmos, esse fato pode estar ligado a propria natureza de T. asperellum. Pois

sendo um fungo de solo, as moléculas produzidas por ele podem ter maior efetividade nesse
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ambiente, devido a menor variagdo de temperatura e umidade, e por este ambiente nao
apresentar a incidéncia de radiacdo solar direta que pode degradar alguns compostos.

A possibilidade de Trichoderma spp. ser utilizado na parte aérea, com o intuito de pré-
colonizar os locais onde podem ocorrer ferimentos, evitando a colonizagdo desses locais por
patbgenos deve ser considerada. No presente estudo, percebeu-se que a aplicacdo de
biocontroles na parte aérea, em geral, diminui a incidéncia e a nota de severidade da doenca
cancro do tronco, mostrando o potencial dos tratamentos em afetar o patégeno. Conforme
Meyer et al. (2019), entre as vantagens de Trichoderma esta a capacidade do antagonista
colonizar a superficie dos ferimentos, inclusive os causados pela poda, penetrando de 1-2 cm
no interior dos tecidos e impedindo a entrada de patdgenos associados a doengas de tronco. Um
exemplo de controle de patégenos, que penetram via ferimentos em plantas, como
basiodiomiceto Chondrostereum purpureum associado a doenca prateada em frutiferas, cujo
principal sintoma é a colonizacéo e a obstrucdo do sistema vascular das plantas (SANHUEZA;
BARTNICKI, 2019).

Outra possibilidade de aplicacdo de Trichoderma spp., € a incorpora¢do do mesmo ao
substrato de plantio. Na presente pesquisa, esse método de aplicacdo demonstrou resultados
mais consistentes na diminui¢do, da incidéncia e da severidade do cancro do tronco em mudas
de nogueira-pecd. Apesar de nesse experimento as plantas serem menores e, portanto, mais
suscetiveis a doencas do que no experimento com tratamento via parte aérea. A incorporacdo
de espécies de Trichoderma no substrato visando o controle de doencas foi explorada por alguns
autores. Borges et al. (2018), testaram o efeito de T. asperellum e T. harzianum no controle de
Lasiodiplodia theobromae, agente causal do cancro em Teca (Tectona grandis Linn, F.). Os
autores relataram que T. asperellum controlou em até 100% a incidéncia de cancro nas plantas,
dependendo do clone com que foi combinado.

Por outro lado, Santos et al. (2016), trabalharam com diferentes espécies de
Trichoderma no controle de Dactylonectria macrodidyma, causador do pé preto em videira
(Vitis vinifera L.). Os autores umedeceram o substrato com os agentes de controle, 14 dias antes
da inoculacdo do patdgeno. Na avaliacdo final, os autores relataram que as plantas que
cresceram no substrato contendo Trichoderma spp., mesmo com a presenca do patdgeno no
substrato, apresentaram menos sintomas da doenca, do que plantas do tratamento controle
positivo, com o substrato infestado apenas com o patdgeno.

Brito et al. (2020), estudaram a acao de diferentes espécies de Trichoderma isoladas de
solo rizosférico de mangueira (Mangifera indica L.), no controle de Ceratocystis fimbriata.

Esse patdgeno causa uma série de sintomas nas plantas, como escurecimento e murcha das
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folhas, exsudagdo de goma do tronco, necrose dos tecidos internos e externos do caule, e
podriddo de raizes. Entre os isolados de Trichoderma obtidos, estava T. asperelloides, que
incorporado ao solo por meio de suspencdo de 10° conidios/mL, reduziu a podriddo de raizes
causada pelo patdgeno. Remedier (2017) comenta que a eficiéncia do uso de Trichoderma esta
diretamente relacionado a época de aplicacdo do biocontrolador, recomendando a aplicacdo
preventiva, como a que foi realizada na presente pesquisa.

No entanto, a aplicacdo de isolados vivos de Trichoderma, ou seja, 0s esporos do
mesmo, apresenta algumas limitacdes, como efeitos variaveis quando as condi¢des ambientais
ou as culturas alvo sdo alteradas; os efeitos, as vezes, ndo sdo proporcionais as doses; a
viabilidade do in6culo depende das condi¢cdes de armazenamento e apresentam curto prazo de
validade; a eficacia principalmente como tratamentos preventivos (WOO et al., 2014). Por isso
na presente pesquisa, 0s metabolitos fungicos na forma de filtrados de cultura foram utilizados
como alternativa a utilizagdo do microrganismo vivo.

Os filtrados de cultura foram eficientes no controle do cancro do tronco em mudas de
nogueira-pecd, com efeitos semelhantes do que nos tratamentos em que foram usados 0S
esporos de T. asperellum, sendo importante salientar que antes da utilizacdo dos filtrados de
cultura, os mesmos passaram por um periodo de armazenamento de doze meses e que mesmo
assim, mantiveram a capacidade de controlar o fitopatégeno e induzir maior crescimento de
mudas de nogueira-peca em alguns tratamentos.

A acdo dos metabdlitos de Trichoderma na reducdo da severidade de doencas ja foi
relatada anteriormente. Moutassemet al. (2020) testaram o efeito de metabdlitos de diferentes
espécies de Trichoderma spp. no controle de Fusarium oxysporum, causador de murcha em
gréo-de-bico (Cicer arietinum L.), para tanto as plantulas recém germinadas foram colocadas
em contato com o0s metabolitos e novamente aspergidas no momento do transplante. Os
metabolitos de Trichoderma spp. reduziram a gravidade da doenca entre 35,01% e 56,94% na
comparagdo com o controle positivo constituido apenas pela presenca do patégeno.

Fungos do género Trichoderma produzem muitos metabolitos que sdo biologicamente
ativos e que podem afetar fitopatdgenos, esse mecanismo de acdo é chamado de antibiose
(SHARMA et al., 2017). Esses metabdlitos podem causar efeito antimicrobiano direto ou defesa
indireta, estimulando as defesas da planta hospedeira ou induzindo maior crescimento,

diminuindo a suscetibilidade da planta a patdgenos (VINALE et al., 2012).
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6.5 CONCLUSAO

Os dois isolados de Trichoderma asperellum e os dois filtrados de cultura estimularam
o crescimento inicial de plantas de nogueira-pecd (Carya illinoinensis), diminuiram a

incidéncia e a severidade da doenca cancro do tronco, independente da forma de aplicacéo.
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7 CAPITULO V: ACAO in vivo DE Trichoderma asperellum E FILTRADOS DE
CULTURA SOBRE Fusarium equiseti

O controle biolégico de doencas de plantas € utilizado como alternativa ao uso de produtos
quimicos ou como complemento a esses, pois além de ser menos tdxico ao meio ambiente e
seres vivos, tem se mostrado mais eficiente no manejo de patégenos do solo, como fungos do
género Fusarium spp.. Dentre as doengas que acometem a nogueira-pecd esta a podriddo de
raizes, causada por diferentes espécies de Fusarium spp., dentre elas F. equiseti. Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma asperellum e de
filtrados de cultura no controle de F. equiseti in vivo e na promocao do crescimento de mudas
de nogueira-pecé. Para tanto, foram realizados dois ensaios, conduzidos em casa de vegetacao.
No primeiro, 14 dias antes da instalacdo do experimento os tratamentos de controle bioldgico,
foram incorporados ao substrato de cultivo, e no momento da instalagdo do experimento foi
incorporado F. equiseti ao substrato, por meio de gréos de milho previamente colonizados com
0 patégeno. No segundo experimento, as sementes de nogueira-pecd foram microbiolizadas
com os tratamentos e F. equiseti foi incorporado ao substrato como mencionado anteriormente.
Foram avaliados os seguintes parametros: emergéncia, comprimento da parte aérea, diametro,
massa fresca da parte aérea e da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz e severidade de doenca.
A comparacgdo das medias foi pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, com o
software SISVAR 5.3. Nos dois ensaios, quando se utilizou o biocontrole, houve aumento da
emergéncia de plantulas, aumento do comprimento da parte aérea e diametro, maior acimulo
de massa fresca da parte aérea, massa fresca radicular, massa seca da parte aérea, massa seca
radicular. Os tratamentos em que o controle bioldgico foi incorporado ao substrato através da
suspensdo de esporos resultaram em menor severidade de doenga, ja por microbiolizagdo o
melhor resultado foi encontrado utilizando os filtrados de cultura. De maneira geral, os
tratamentos de controle bioldgico incorporados ao substrato ou aplicados nas sementes, atuaram
promovendo a qualidade das mudas e diminuiram a severidade da podriddo de raizes em
nogueira-peca.

Palavras-chave: podridao de raizes. Microbiolizacdo. Promocdo de crescimento. Severidade
da doenca.

In vivo ACTION OF Trichoderma asperellum AND CULTURE FILTERS ON
Fusarium equiseti

The biological control of plant diseases is used as an alternative to the use of chemicals or as a
complement to these, as in addition to being less toxic to the environment and living beings, it
has been shown to be more efficient in the management of soil pathogens, such as genus
Fusarium spp.. Among the diseases that affect the pecan tree is root rot, caused by different
species of Fusarium spp., among them F. equiseti. Thus, the objective of this work was to
evaluate the ability of Trichoderma asperellum isolates and culture filtrates to control F.
equiseti in vivo and to promote the growth of pecan seedlings. For this, two tests were carried
out, conducted in a greenhouse. In the first, 14 days before the installation of the experiment,
biological control treatments were incorporated into the cultivation substrate, and at the time of
installation of the experiment, F. equiseti was incorporated into the substrate, by means of corn
grains previously colonized with the pathogen. In the second experiment, the pecan seeds were
microbiolized with the treatments and F. equiseti was incorporated into the substrate as
mentioned previously. The following parameters were evaluated: emergence, shoot length,
diameter, shoot and root fresh weight, shoot and root dry weight and disease severity. The
comparison of means was performed using the Skott-Knott test at a 5% probability of error,
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using the SISVAR 5.3 software. In both tests, when biocontrol was used, there was an increase
in seedling emergence, an increase in shoot length and diameter, greater accumulation of fresh
shoot weight, fresh root weight, dry shoot weight, dry root weight. The treatments in which the
biological control was incorporated into the substrate through the suspension of spores resulted
in less disease severity, since by microbiolization the best result was found using the culture
filtrates. In general, the biological control treatments incorporated into the substrate or applied
to the seeds, acted to promote the quality of the seedlings and decreased the severity of root rot
in pecan.

Keywords: root rot. Microbiolization. Growth promotion. Disease severity.

7.1 INTRODUCAO

A nogueira-pecd [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch], é uma espécie de plantas
pertencente a familia Jungladaceae, cultivada em muitos paises, dentre eles o Brasil. No Pais,
0 maior produtor € o Rio Grande do Sul, responsavel por 41,48% da producéo (IBGE, 2018).
As doengas causadas por fungos estdo entre as principais causas de perdas de produtividade e
qualidade das nozes. A cultura da nogueira-pecé pode ser afetada por patdgenos fangicos desde
0 momento da formagdo da muda, ainda no viveiro, como é o caso da podriddo de raizes,
causada por especies do género Fusarium, dentre elas F. equiseti. A doenca podriddo de raizes,
relatada por Lazarotto et al., (2014), em nogueira-pecd tem como sintomas: escurecimento e
degradacdo da raiz, que por sua vez causa sintomas reflexos como a murcha da parte aérea e
necrose das folhas. No estudo a autora relata que no teste de patogenicidade, o percentual de
plantulas afetadas pelo patdgeno chegou a 40%.

Fungos do género Fusarium podem sobreviver no solo por muitos anos, sob condi¢des
ambientais adversas, principalmente através de estruturas de resisténcia chamadas de
clamidodsporos, e essa caracteristica esse fato dificulta o controle do patdgeno (AGRIOS, 2005).
O controle de fungos que podem sobreviver no solo era realizado por meio da fumigagdo com
produtos quimicos, contudo devido a pouca eficiéncia destes e as preocupaces relacionadas a
seguranca alimentar e a poluicdo ambiental a utilizacdo destes produtos esta reduzindo (MAO
et al., 2012).

Dessa maneira, outras formas de controle devem ser estudadas, entre elas pode-se
destacar o controle bioldgico. Entre 0os microrganismos estudados como agentes de controle
biologico estdo os fungos do género Trichoderma spp., que demonstram eficiéncia no controle
de fungos que podem sobreviver no solo. EI Komy et al. (2015), ja comprovaram que
Trichoderma spp. foi eficiente no controle de Fusarium, Rhizoctonia e Botrytis. A aplicacdo

de Trichoderma spp. também diminui a severidade da podriddo do colo em péra (Pyrus
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communis) causada por Phytophthora cactorum, além de ndo apresentar diferenca em relacdo
ao controle quimico no controle da doenca (SANCHEZ, 2019).

Além da utilizacdo do microrganismo vivo, os metabdlitos produzidos por Trichoderma
spp. também podem ser eficientes no controle de fitopatdgenos. Cong et al. (2019), estudando
o efeito de filtrados de cultura de Trichoderma pseudokoningii no controle de Fusarium
oxysporum, causador de murcha em pepineiro (Cucumis sativus) obtiveram até 31,25 % de
controle da doenga in vivo.

Apesar do amplo conhecimento dos agentes de biocontrole e, embora Trichoderma seja
0 género de fungos mais estudado no controle de doengas, até 0 momento, ndo existem estudos
sobre Trichoderma spp. no controle de Fusarium equiseti, causador de podriddo de raiz em
nogueira-pecd. Além disso, a tendéncia atual é produzir noz-pecd em condigdes sustentaveis e
ecoldgicas, com uso reduzido ou nulo de fungicidas sintéticos para controlar patégenos. Diante
do acima exposto, o0 objetivo desta pesquisa foi (i) avaliar a acdo de dois isolados de
Trichoderma asperellum e dos filtrados de cultura obtidos destes no controle de F. equiseti in
vivo (ii) avaliar os isolados de T. asperellum e dos filtrados de cultura obtidos destes na

promocéo do crescimento de mudas de nogueira-pecé.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Local de realizacdo dos experimentos, origem e caracterizacdo dos isolados

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia Elocy
Minussi e na casa de vegetacdo do Departamento de Defesa Fitossanitaria.

Foram utilizados dois isolados de Trichoderma asperellum como microrganismos
antagonistas: um isolado de solo rizosférico de um pomar de plantas adultas de nogueira-peca
(29°43°29”S — 53°43°0,5170), obtido por meio de diluicdo seriada até 10* (codificado como
TR1), armazenado no herbario na Universidade Federal de Santa Maria (n° 18,372) e registrado
no GenBank sob nimero MN082152; o outro isolado foi obtido de uma aliquota de um produto
comercial, que foi plaqueada para o meio BDA (codificado como Qt), registrado no MAPA sob
namero URM5911, conforme descrito no Capitulo I.

Como patdgeno desafiante foi utilizado um isolado causador de podriddo de raizes em

nogueira-pecd, Fusarium equiseti (28°53'54.7"S-52°01'59.9"0) que estava armazenado em
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solugdo salina na micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa
Maria, codificado como UFSM — F18, cuja sequéncia de DNA da regido do fator de elongagéo
esta depositada no GenBank sob nimero KF601580 (LAZAROTTO et al., 2014).

7.2.2 Origem das sementes e superacéo de dorméncia

As sementes da cultivar Barton foram obtidas de uma empresa localizada no municipio
de Anta Gorda, logo que chegaram ao laborat6rio foram submetidas a uma assepsia superficial
em solucdo de &lcool 70% (v v-1) por 30 segundos e hipoclorito de s6dio 1% (v v-1) por 1 min,
lavadas com agua destilada esterilizada deixadas para secar sobre papel-filtro esterilizado. As
sementes foram estratificadas em areia por 90 dias em geladeira a 4 °C + 0,5 °C (POLETTO,
2015).

7.2.3 Obtencéo dos filtrados de cultura de Trichoderma asperellum

Para a producdo dos filtrados de cultura foram realizadas fermentagdes dos isolados de
Trichoderma asperellum em erlenmeyers de 250 mL de capacidade, com volume utilizado de
100 mL de meio de cultura liquido. A composicdo do meio de cultivo para os isolados foi: 20
g/L de Agua de Maceracdo de Milho (AMM), 7,5 g/L de extrato de levedura, 50 g/L de sacarose,
e 0 pH foi ajustado para 5, com o auxilio de pHmetro digital, conforme melhor condicdo de
cultivo encontrada no Capitulo 1.

Os erlenmeyers contendo o meio de cultivo foram autoclavados a 120 °C durante 20
min. Apos o resfriamento, o meio de cultivo foi inoculado com 1 mL da suspensdo de esporos
dos isolados de T. asperellum em camara de fluxo laminar. A suspensdo foi ajustada para a
concentracdo 10° para ambos os isolados. A suspensdo de esporos foi obtida do crescimento
dos isolados de T. asperellum em placas de Petri (7 dias, 25 +2 °C, 12 h fotoperiodo), nas quais
foi adicionada dgua destilada e esterilizada e realizada a raspagem da superficie da colénia com
a alca de Drigalski, seguida de determinacdo da concentracdo de esporos em camara de
Neubauer e posterior ajuste.

Ap0s acrescentar a suspensdo ao meio, os erlenmeyers foram alocados em camara
incubadora com agitacdo orbital, sob velocidade de agitacdo de 100 rpm. Transcorridas 96 h de
incubacdo foi efetuada a separacdo da biomassa da parte liquida, executada por filtragem em
membrana milipore 12 micras e em seguida em 0,22 micras para assegurar que o filtrado de

cultura estivesse livre de esporos fungicos. Para a filtragem foi utilizado um sistema com
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membranas acopladas a uma bomba de vacuo para reduzir o tempo da filtragdo. Os filtrados de
cultura foram congelados para posterior emprego nos bioensaios, adaptado da metodologia de
Junges et al. (2018).

7.2.4 Producao de in6culo do patégeno

A producdo de in6culo de Fusarium equiseti, foi por meio da inoculacéo deste em grédos
de milho, conforme metodologia adaptada de Klingelfuss (2007). Para tanto, os grdos de milho
foram embebidos em agua a temperatura ambiente durante 8 h, ap6s o excesso de agua foi
descartado e 80 g de graos de milho foram colocados em frascos de vidro de 100 mL, estes
foram esterilizados em autoclave (durante 40 min, duas vezes, em um intervalo de 24 h). Ap6s
o resfriamento, para cada frasco foram transferidos cinco discos de meio de cultura de 6 mm de
diametro, com micélio de F. equiseti. Para a testemunha foram colocados discos de BDA com
a mesma dimensdo, contudo esses ndo estavam colonizados pelo patdgeno. Os frascos foram

incubados a 25 °C, com 12 h de luz, por 15 dias.

7.2.5 Incorporacado dos isolados de Trichoderma asperellum e de filtrados de cultura ao
substrato para controle de Fusarium equiseti

Nesse experimento, a avaliagcdo do controle do patdégeno foi por meio da incorporacéao
dos antagonistas e dos filtrados de cultura ao substrato. Para tanto, o substrato de cultivo de
cada bandeja plastica (21 L de capacidade) foi umedecido com 200 mL de uma suspensédo de
esporos (10°) (SANTOS et al., 2016) e com os filtrados de cultura (filtrado 1 e filtrado 2) na
mesma proporcdo, 14 dias antes da semeadura. Tratamentos testemunha também foram
montados: um apenas com o patdgeno, outros sem 0 patdgeno mas com as suspensdes de
esporos e filtrados de cultura e um tratamento sem patdgeno e sem os tratamentos de controle

biologico (testemunha absoluta).

7.2.6 Microbiolizacédo de sementes para o controle de Fusarium equiseti

Para a composicdo dos tratamentos do teste de controle in vivo, foram utilizados dois
isolados de Trichoderma asperellum (TR1 e Qt) e dois filtrados de cultura (filtrado 1 e filtrado
2) com potencial antagonista, previamente testados in vitro (Capitulo I1). Apds a finalizacdo do

processo de a estratificacdo, aos 90 dias, as sementes foram colocadas em contato com 0s
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tratamentos por 48 h (incubacédo a 25+2 °C, fotoperiodo de 12 h), que se constituiram do contato
das sementes com a suspensdo de esporos de T. asperellum (1x10°) e com os filtrados de cultura
(filtrado 1 e filtrado 2). Para a testemunha foi realizado o0 mesmo procedimento, porém estas

foram colocadas em contato com &gua. Em seguida procedeu-se a semeadura.

7.2.7 Conducéo e avaliacdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em bandejas plasticas com 21 L de capacidade
(45x28x13 cm), com orificios na parte inferior, e estas foram preenchidas com substrato
comercial Mecplant® (composto por casca de Pinus, vermiculita, e macro nutrientes), até a
metade da capacidade, apds o indculo de 160 g de milho e estruturas do patégeno foram
misturados ao substrato. Em seguida, as sementes foram divididas em quatro repeti¢des de 5
sementes por tratamento, totalizando 20 sementes, que foram cobertas por uma camada de 10
cm de substrato. O material foi mantido em casa de vegetacdo com temperatura entre 22 e 28
°C e com irrigacao diaria através de um sistema de microtubos. Cada tratamento recebeu 100
mL de agua por dia, sendo esta quantidade dividida em quatro irrigacdes de 25 mL.

A emergéncia foi avaliada no 15°e 30° dia, computando-se 0 nimero de plantas
emergidas, os resultados foram expressos em percentagem. Na Ultima avaliacdo as sementes
ndo germinadas foram observadas quanto a presenca de sintomas e sinais relacionados ao
patogeno. Aos 45, 60, 75 e 90 dias depois da semeadura, as plantas foram observadas quanto a
presenca de sintomas na parte aérea. Ao final do periodo de avaliacdo (90 dias ap0s a instalacao
do experimento) determinou-se a incidéncia da doenca em percentagem, e a através da
avaliacdo do percentual do sistema radicular afetado. Em seguida, para cada muda sintomatica
foi atribuida uma nota.

Para tanto, as raizes foram lavadas em agua e observadas quanto a manifestacdo de
sintomas de podriddo, escurecimento e presenca de raizes secundarias. O indice de podriddo
radicular foi medido na escala, construida baseada no trabalho de Khan et al. (2019), com notas
variando de 0 a 5; 0 = sistema radicular integro, com presenca de raizes secundarias, 1 =1 a
10% do sistema radicular afetado, 2 = 11 a 25% do sistema radicular afetado, 3 = 26 a 60% do
sistema radicular afetado, 4 = 61 a 80% do sistema radicular afetado e 5 =80 a 100% do sistema
radicular afetado, planta com murcha ou amarelecimento da parte aérea ou folhas com necrose
marginal.

Aos 45 e 90 dias foram medidos o diametro do colo e o comprimento da parte aérea,

realizadas com o auxilio de paquimetro digital e régua milimetrada. Aos 90 dias foi determinada
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a massa fresca de plantas: As plantas foram divididas em parte aérea e radicular, estas foram
pesadas em balanca analitica de precisdo 0,01 g; e massa seca de plantas: as plantas utilizadas
na determinacdo da massa fresca foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa
a 60 £ 3 °C até atingirem peso constante.

7.2.8 Andlise estatistica

Para os ensaios in vivo o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado. Verificou-se se os dados apresentavam distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk, no Programa BioEstat 5.0. Os dados que ndo seguiram a distribuicdo normal foram
transformados segundo Vx+0,5. A comparagdo das médias foi pelo teste de Skott-Knott a 5%
de probabilidade de erro, com o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Incorporacdo dos tratamentos de controle bioldgico ao substrato para controle de

Fusarium equiseti

Na primeira e na segunda avaliacdo de emergéncia, houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, havendo interacdo entre os fatores (tabela 1). A presenca do patégeno no substrato
afetou de forma negativa a emergéncia inicial das plantulas (15° dia) de nogueira-pecd, sendo
que somente a incorporacdo da suspensdo de esporos do isolado de Trichoderma asperellum
(Qt) ao substrato, manteve a emergéncia no mesmo patamar das plantas cultivadas na auséncia
do patdégeno. Na auséncia do patogeno, o filtrado 2 foi o tratamento que induziu a maior
emergéncia de nogueira-pecd, resultando em 58% de plantulas emergidas diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos.

Na segunda avaliacdo, realizada 30 dias ap0s a instalacdo do experimento, o tratamento
na presenca do patdgeno, sem a utilizacdo de controle biologico foi o que apresentou a menor
emergéncia (38%), diferindo estatisticamente de quando ndo houve a incorporacdo de Fusarium
equiseti ao substrato (50%). Os tratamentos com incorporacdo dos tratamentos de controle
biolégico ao substrato demonstraram resultados superiores de emergéncia comparados aos

tratamentos sem a presenca destes, tanto na presenca quanto na auséncia do patdgeno. O
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tratamento que resultou em maior emergéncia foi o filtrado 2 sem a presenca do patégeno, que

resultou em 82% de plantulas emergidas.

Tabela 1 - Emergéncia de plantulas de nogueira-peca, em substrato tratado com suspensao de
esporos e filtrados de cultura de isolados de Trichoderma asperellum, no 15° e
30° dia ap6s a semeadura, na presenca ou auséncia de Fusarium equiseti.

15° dia (%) 30° dia (%)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patégeno patégeno patdégeno
Trichoderma *
asperellum Qt 30,00 Aa 34,00 Ab 50,00 Bb 58,00 Ab
Trichoderma
asperellum TR1 26,00 Ba 38,00 Ab 58,00 Aa 65,00 Ab
Filtrado 1 26,00 Ba 38,00 Ab 62,00 Aa 69,00 Ab
Filtrado 2 22,00 Ba 58,00 Aa 42,00 Bc 82,00 Aa
Testemunha 26,00 Ba 34,00 Ab 38,00 Bc 50,00 Ac
CV (%) 11,09 5,96

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variacdo.

Na avaliacdo realizada 30 dias apds a semeadura, além da emergéncia, que nesse
momento havia estabilizado, também foram observadas as sementes ndo emergidas. Quando as
mesmas foram retiradas do substrato, percebeu-se que algumas haviam iniciado o processo de
germinacdo, contudo estas apresentaram necrose no apice da plantula, com sinais do patdgeno,
que acabou causando tombamento de pré-emergéncia. Esse sintoma foi observado em média
em 10% das sementes utilizadas nos tratamentos em que o substrato estava colonizado com o
patogeno.

Transcorridos 45 dias apds a instalacdo do experimento (Tabela 2), para o comprimento
da parte aérea ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Sendo gque os tratamentos
com controle bioldgico apresentaram valores superiores de crescimento da parte aérea, tanto na
presenca quanto na auséncia de F. equiseti. Para os tratamentos com auséncia do patégeno, o
comprimento da parte aérea variou de 12,72 cm a 17,93 cm, sem incorporacao dos tratamentos
de controle biolégico e para o tratamento com a suspensdo de esporos do isolado de T.
asperellum (TR1), respectivamente. Na presenca do patdgeno o comprimento da parte aérea
apresentou valores entre 12,84 cm e 16,79 cm, para as plantulas emergidas no substrato sem

tratamento e substrato tratado com o filtrado 1, nessa ordem.
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Tabela 2 - Efeito dos tratamentos de controle biolégico de Fusarium equiseti no crescimento
das mudas de nogueira-pecd, através das varidveis: comprimento da parte aérea e
didmetro, avaliado 45 dias apds a instalagdo do experimento.

Comprimento da parte aérea (cm) Diametro (mm)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patégeno patégeno patdgeno

Trichoderma 15,25 15,21 2,78 2,56
asperellum Qt
Trichoderma

asperellum TR1 15,53 17,93 2,68 2,48

Filtrado 1 16,79 16,21 2,87 2,64

Filtrado 2 16,57 16,35 3,12 2,99

Testemunha 12,84 12,72 2,59 2,35

CV (%) 13,98 8,18

ns: ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variac&o.

N&o houve diferenca significativa para o diametro nas avaliagdes aos 45 e 90 dias apés
a instalacéo do experimento (Tabela 2 e 3), contudo com a aplicacdo dos tratamentos de controle
biologico, as plantas apresentaram didmetro do caule maior em relagdo a testemunha néo
tratada. Na primeira e na segunda avaliacdo (45° dia) o didametro variou de 2,35 mm a 3,12 mm
para os tratamentos auséncia do patégeno sem tratamento e presenca do patdgeno tratadas com
o filtrado 2.

Aos 90 dias apds a instalacdo do experimento, para a variavel comprimento da parte
aérea 0s tratamentos apresentaram diferenca estatistica entre si, contudo, a inoculacdo ou ndo
do substrato com F. equiseti, ndo interferiu nessa variavel. O tratamento que se destacou, foi 0
com a suspensdo de esporos de T. asperellum (TR1) na auséncia do patdégeno, que obteve o
maior comprimento da parte aérea com 18,15 cm. Em contrapartida, as testemunhas na presenca
(12,84 cm) e na auséncia do patogeno (12,93 cm) apresentaram valores inferiores de
comprimento da parte aérea em relacdo aos tratamentos em que foram utilizadas as suspensées

de esporos e os filtrados de cultura.
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Tabela 3 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti no crescimento
das mudas de nogueira-pecd, aferido por meio do comprimento da parte aérea e
didmetro do colo, avaliados 90 dias ap0s a instalacdo do experimento.

Comprimento da parte aérea (cm) Diametro (mm)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patégeno patdgeno patdgeno
Trichoderma 15,81 Ab* 15,21 Ab 2,78™ 2,74™
asperellum Qt
Trichoderma 17,80 Aa 18,15 Aa 2,83 2,83
asperellum TR1
Filtrado 1 17,43 Aa 16,25 Ab 3,02 3,06
Filtrado 2 16,57 Aa 16,87 Ab 3,12 3,10
Testemunha 12,84 Ab 12,93 Ab 2,85 2,35
CV (%) 11,97 7,08

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
ns: ndo significativo.

Para a massa fresca da parte aérea e massa fresca da raiz houve diferenca estatistica
entre os tratamentos, ocorrendo interacdo entre os fatores. No geral, os tratamentos com
incorporacdo dos agentes antagdnicos e dos filtrados de cultura ao substrato, apresentaram
valores superiores para massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR), tanto na presenca
guanto na auséncia do patogeno (Tabela 4). Verificou-se que no geral, quando houve inoculagéo
de F. equiseti, a MFPA e a MFR foram menores, quando comparadas aos tratamentos nédo
inoculados com o patégeno. Por outro lado, em alguns tratamentos € possivel analisar que
mesmo na presenca do patdgeno, os tratamentos de controle biolégico mantiveram a MFPA e
MFR como se 0 patdgeno nao estivesse presente, caso do tratamento com filtrado 2 (9,88 g),
para a MFPA e para os tratamentos com a suspensdo de esporos do isolado TR1 (23,28 g) e
filtrado 2 (28,05 g), para a MFR.
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Tabela 4 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti na qualidade
final das mudas de nogueira-peca, aferidas por meio da massa fresca da parte aérea
(MFPA) e da raiz (MFR).

MFPA () MFR (g)

Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patégeno patégeno patégeno patdgeno
Trichoderma 5,59 Bb* 16,21 Aa 15,76 Ab 21,05 Ab

asperellum Qt
Trichoderma 5,92 Bb 10,62 Ab 23,28 Aa 18,43 Ab
asperellum TR1
Filtrado 1 5,78 Bb 15,46 Aa 16,55 Bb 25,62 Aa
Filtrado 2 9,88 Aa 7,03 Ab 28,05 Aa 23,44 Aa
Testemunha 3,16 Bc 6,45 Ab 10,03 Bc 16,74 Ab
CV (%) 10,92 7,68

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagao.

Os tratamentos do substrato com os controles bioldgicos e a inoculacdo de F. equiseti
influenciaram a massa seca da parte aerea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) das mudas de
nogueira-pecd, apresentando diferenca estatistica (Tabela 5). A incorporagédo dos tratamentos
de controle bioldgico ao substrato interferiu de forma positiva na MSPA e MSR. Na maior parte
dos tratamentos, a presenca de F. equiseti afetou negativamente o acimulo de MSPA e MSR,
comparados aos tratamentos em que as plantas ndo foram expostas ao inoculo. As menores
MSPA e MSR resultaram do tratamento com a presenca de F. equiseti, sem que nenhum
controle fosse aplicado ao substrato, o que resultou em valores de 1,14 g e 3,75 g,
respectivamente. Em contraponto a maior MSPA e MSR foram resultantes dos tratamentos em
que o substrato foi tratado com o filtrado 1 (6,94 g) na auséncia do patdgeno e a presenca do
patdgeno com substrato tratado com o filtrado 2 (10,58 g).

Devido a auséncia de plantas doentes nos tratamentos sem a incorporacdo de graos de
milho colonizado por F. equiseti ao substrato, optou-se por ndo adicionar esses tratamentos na
andlise estatistica (Tabela 6). Na presenca do patdgeno, a maior incidéncia foi na testemunha
com 60% de plantas afetadas, todavia o tratamento do substrato com o isolado TR1 de T.
asperellum, controlou totalmente a manifestacdo de sintomas, enquanto que os demais
tratamentos resultaram em 36,36%, 40% e 41,67% de incidéncia de sintomas para o filtrado 1,

isolado Qt de T. asperellum e filtrado 2, respectivamente.
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Tabela 5 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti na qualidade
final das mudas de nogueira-pecd, avaliadas através da massa seca da parte aérea
(MSPA) e da raiz (MSR).

MSPA () MSR (g)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do

patdgeno patdgeno patdgeno patdgeno

Trichoderma 2,29 Bb* 6,43 Aa 5,79 Bb 9,93 Aa
asperellum Qt

Trichoderma 2,58 Bb 4,41 Ab 6,26 Bb 10,52 Aa

asperellum TR1

Filtrado 1 3,94 Ba 6,94 Aa 6,76 Bb 9,99 Aa

Filtrado 2 2,51 Ab 3,11 Ab 10,58 Aa 9,85 Aa

Testemunha 1,14 Bc 2,50 Ab 3,75 Bc 6,26 Ab

CV (%) 7,34 7,60

*Meédias seguidas por mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagdo.

A presenca do patdgeno sem nenhum tratamento para o controle do mesmo resultou em
menor crescimento de raizes laterais e em alguns locais as raizes apresentavam aspecto
apodrecido, esse foi 0 Unico tratamento em que duas plantas receberam nota 5, apresentando,
inclusive, murcha da parte aérea e folhas com necrose. Esse também foi o tratamento com maior
nota de severidade da doenca com 3,06 (41,18% do tecido radicular afetado), que se diferenciou
dos demais. Os tratamentos que apresentaram, maior controle da doenca foi o com a suspensao
de esporos do isolado TR1, que controlou totalmente a manifestacdo dos sintomas, filtrado 1
com nota de 0,31 (3,08% do tecido radicular afetado) e a suspensao de esporos do isolado de T.

asperellum Qt, com a nota média de 0,38 (3,46% do tecido radicular afetado).

Tabela 6 - Incidéncia (%), notas de severidade da podriddo de raizes causada por Fusarium
equiseti e percentagem do sistema radicular afetado obtidos no teste de controle in

Vivo.
Tratamentos Incidéncia (%) Notas Percentagem
Trichoderma asperellum Qt 40,00 b* 0,38¢c 3,46 ¢C
Trichoderma asperellum TR1 0,00 c 0,00 c 0,00 c

Filtrado 1 36,36 b 0,31c 3,08 ¢
Filtrado 2 41,67 b 1,30b 11,50 b

Testemunha 60,00 a 3,06 a 41,18 a

CV (%) 23,21 17,38 20,41

*Meédias seguidas por mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagao.



158

7.3.2 Microbiolizacdo de sementes para o controle de Fusarium equiseti

Nas duas avaliacGes relacionadas a emergéncia, houve diferenca estatistica entre os
tratamentos e entre a presenca e auséncia do patdgeno (tabela 7). No tratamento somente com
a presenca do patdégeno no substrato sem nenhum tratamento bioldgico, interferiu de forma
negativa nessa variavel (14% de plantulas emergidas), ao mesmo tempo que quando o patdgeno
estava ausente a emergéncia foi de 26%. Na presenca do patdgeno, com as sementes
microbiolizadas com o filtrado 2, a emergéncia foi superior aos demais tratamentos, com 58%
de emergéncia. Ja na auséncia do patdégeno, os tratamentos que resultaram em maior emergéncia
foram os com os isolados Qt (38%) e TR1 (38%) de T. asperellum.

Aos 30 dias, o tratamento na presenca do patdgeno sem a utilizacdo de controle
biologico foi 0 que apresentou a menor emergéncia 42%, diferindo de quando ndo houve a
incorporacgdo de Fusarium equiseti ao substrato que resultou em emergéncia de 58%. A maior
emergéncia foi 78%, para dois tratamentos sendo eles, a presenca do patdgeno e sementes
microbiolizadas com o isolado Qt e 0 outro, auséncia do patdgeno e sementes microbiolizadas
com filtrado 1. Nessa avaliacdo, alem da emergéncia, que estava estabilizada, também foram
observadas as sementes que nao haviam germinado. Nessas observou-se que o apice da plantula
estava necrosado, com sinais do patdgeno, que causou tombamento de pré-emergéncia. Esse
sintoma foi observado em média em 10% das sementes utilizadas nos tratamentos em que o

substrato estava colonizado com o patdgeno.

Tabela 7 - Emergéncia de plantulas originarias de sementes de nogueira-peca, tratadas com os
biocontroles no 15° e 30°dias ap0s a semeadura na presenca ou auséncia de
Fusarium equiseti.

15° dia (%) 300 dia (%)

Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patdgeno patdgeno patdgeno
Trichoderma 34,00 Ab* 38,00 Aa 78,00 Aa 62,00 Ab

asperellum (Qt)
Trichoderma 34,00 Ab 38,00 Aa 58,00 Ab 54,00 Ab
asperellum (TR1)
Filtrado 1 42,00 Ab 34,00 Aa 62,00 Bb 78,00 Aa
Filtrado 2 58,00 Aa 30,00 Bb 66,00 Ab 74,00 Aa
Testemunha 14,00 Bc 26,00 Ab 42,00 Bc 58,00 Ab
CV (%) 15,20 7,71

*Meédias seguidas por mesma letra maiscula na linha e minudscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagdo.
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Aos 45 dias ap6s a instalagdo do experimento, houve diferenca estatistica entre os
tratamentos no comprimento da parte aérea e no diametro das mudas de nogueira-pecd, havendo
interacdo entre os fatores (tabela 8). O tratamento com o filtrado 1, na auséncia do patégeno foi
0 que apresentou maior comprimento da parte aérea (20,08 cm), se diferenciando dos demais
tratamentos, este também demonstrou o maior didmetro do colo (3,58 mm), ndo se

diferenciando dos demais tratamentos na auséncia do patégeno.

Tabela 8 - Efeito dos tratamentos com crescimento das mudas de nogueira-pecd, através das
variaveis, comprimento da parte aérea e didmetro do colo 45 dias ap0s a instalagdo
do experimento ne presenca ou auséncia de Fusarium equiseti.

Comprimento da parte aérea Di&metro (mm)

Tratamentos (cm) — ——
Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patogeno patogeno patogeno patogeno
Trichoderma 16,69 Aa* 16,39 Ab 328 Aa 331 Aa
asperellum (Qt)
Trichoderma 15,98 Aa 14,05 Ab 2,07 Bb 341 Aa
asperellum (TR1)
Filtrado 1 14,04 Ba 20,08 Aa 2,85 Ba 3,58 Aa
Filtrado 2 16,39 Aa 16,51 Ab 3,25 Aa 3,38 Aa
Testemunha 16,01 Aa 17,21 Ab 2,98 Aa 3,23 Aa
CV (%) 11,27 8,81

*Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variacdo.

Aos 90 dias ap0s a instalacdo do experimento, para 0 comprimento da parte aérea,
quando houve a incorporacdo do patdégeno ao substrato, ndo houve diferenca estatistica entre
o0s tratamentos com controle bioldgico e a testemunha. Entretanto, na auséncia do patdgeno a
incorporacdo dos tratamentos de controle biologico ao substrato apresentou diferenca estatistica
(Tabela 9). Nesse caso, o tratamento que se destacou, foi o com o filtrado 1, que apresentou
maior comprimento da parte aérea com 20,79 cm. Para a interacdo entre os fatores ocorreu
diferenca estatistica, sendo que para o tratamento com microbiolizacdo das sementes com o
filtrado 1 na presenca do patdgeno, o comprimento da parte aérea foi inferior ao tratamento com
o filtrado 1 na auséncia do pat6geno.

Por outro lado, a variavel diametro na mesma avaliagcdo ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os tratamentos, apesar dos valores serem numericamente superiores quando nao
houve a incorporacdo do patdgeno ao substrato. Na presenca do patdgeno, o diametro do colo

variou de 3,21 a 3,55 mm, para o tratamento com o filtrado 1 e para a testemunha, nessa ordem.
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Na auséncia de F. equiseti, o didmetro do colo, variou de 3,33 a 3,63 mm, para o tratamento

com Trichoderma asperellum (Qt) e para a testemunha, respectivamente.

Tabela 9 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti no crescimento
das mudas de nogueira-peca, aferido através das variaveis, comprimento da parte
aérea e diametro do colo 90 dias ap0s a instalacdo do experimento.

Comprimento da parte aérea (cm) Diametro (mm)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patégeno patégeno patdgeno
Trichoderma 16,69 Aa* 16,48 Ab 3,08 3,33
asperellum Qt
Trichoderma 15,98 Aa 14,45 Ab 3,31 3,41
asperellum TR1
Filtrado 1 16,25 Ba 20,79 Aa 3,21 3,58
Filtrado 2 16,39 Aa 16,86 Ab 3,25 3,38
Testemunha 16,54 Aa 17,21 Ab 3,55 3,63
CV (%) 14,57 6,33

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. ns: ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagdo.

No geral, os tratamentos com a microbiolizacdo das sementes com 0s antagonistas e
com os filtrados de cultura, apresentaram valores superiores para massa fresca da parte aérea
(MFPA) e da raiz (MFR), tanto na presenca quanto na auséncia do patégeno, em relacdo a
testemunha (Tabela 10). Para esses tratamentos houve diferenca estatistica para MFPA, contudo
para essa variavel, a presenca ou auséncia do patdgeno, nao apresentou diferenca estatistica.

Em contrapartida a presenca ou auséncia do patégeno demonstrou diferenca estatistica
para a MFR. O menor valor para MFR foi 17,47 g, sequido de 20,65 g, relativos ao tratamento
presenca do patdgeno nao tratado e presenca do patdgeno tratado com o filtrado 2. Na auséncia
do patdgeno, os valores de MFR foram maiores, apresentando até 30,41 g para o tratamento
com o filtrado 1, diferenciando-se somente do tratamento testemunha que obteve 20,73 g.

A incorporacdo da suspensdo de esporos de T. asperellum, dos filtrados de cultura e a
inoculacdo de F. equiseti influenciaram a massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da
raiz (MSR) das mudas de nogueira-peca, apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos
e interacdo entre os fatores (Tabela 11). Na maior parte dos tratamentos, a presenca de F.
equiseti afetou negativamente o acimulo de MSPA e MSR, comparados aos tratamentos em
que as plantas ndo foram expostas ao inoculo. Para a MSR somente a microbiolizacdo com o
isolado Qt de T. asperellum, manteve a MSR com valores préximos de quando ndao ocorreu a

incorporacdo do patdgeno ao substrato.
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Tabela 10 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti na qualidade
final das mudas de nogueira-pecd, avaliados através das variaveis, massa fresca da
parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR).

MFPA () MFR (g)

Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patégeno patdgeno patdgeno
Trichoderma 7,34 Ab* 7,85 Aa 23,48 Aa 25,48 Aa

asperellum Qt
Trichoderma 9,65 Aa 9,77 Aa 24,51 Aa 28,57 Aa
asperellum TR1
Filtrado 1 9,02 Aa 7,06 Aa 22,23 Ba 30,41 Aa
Filtrado 2 6,44 Ab 7,94 Aa 20,65 Bb 29,90 Aa
Testemunha 5,64 Ab 5,64 Ab 17,47 Bb 20,73 Ab
CV (%) 9,59 9,36

*Meédias seguidas por mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagao.

Para a MSPA a testemunha na presenca de F. equiseti resultou em 2,32 g, sendo o0 menor
valor para a variavel se diferenciando dos demais tratamentos, na auséncia do patdgeno a MSPA
variou de 3,27 g a 4,62 g, para os tratamentos testemunha e com o filtrado 1, nessa ordem. A
testemunha na presenca do patdgeno novamente apresentou menor acimulo de MSR (4,95 g),
diferenciando-se dos demais tratamentos. Em contrapartida, sem o patdgeno o menor acumulo

de MSR foi para a testemunha.

Tabela 11 - Efeito dos tratamentos de controle bioldgico sobre Fusarium equiseti na qualidade
final das mudas de nogueira-peca, avaliadas por meio da massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca da raiz (MSR).

MSPA (g) MSR (g)
Tratamentos Presenca do Auséncia do Presenca do Auséncia do
patdgeno patogeno patdgeno patdgeno
Trichoderma 3,40 Aa* 3,73 Ab 8,60 Aa 9,70 Aa
asperellum Qt
Trichoderma 2,59 Ba 4,51 Aa 8,09 Ba 11,08 Aa
asperellum TR1
Filtrado 1 2,91 Ba 4,62 Aa 7,47 Ba 12,93 Aa
Filtrado 2 2,96 Aa 3,59 Ab 8,05 Ba 11,55 Aa
Testemunha 2,32 Ab 3,27 Ab 4,95 Bb 8,49Ab
CV (%) 8,11 12,62

*Meédias seguidas por mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagdo.

Na Tabela 12 € possivel observar que a incidéncia da doenca apresentou valores que

variaram de 71,42% a 0,00%, para o tratamento na presenca de F. equiseti sem tratamento nas
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sementes de nogueira-pecd, e zero o tratamento na presenca do patdgeno e sementes tratadas
com o filtrado 2. Devido & auséncia de plantas doentes, nos tratamentos sem a incorporagdo de
gréos de milho colonizado por F. equiseti ao substrato, optou-se por ndo adicionar esses
tratamentos na anélise estatistica.

Quanto as notas de severidade da doenca, é importante salientar que houve diferenga
estatistica entre os tratamentos. No tratamento com a presenca do patégeno sem uso de nenhum
controle bioldgico, pode-se notar que o crescimento das raizes laterais foi restrito e seu
apodrecimento foi visivel com um indice de podridao de raizes de 3,38 na escala de 0 a 5. Os
sistemas radiculares sintomaticos apresentaram poucas raizes finas e aspecto de podriddo em
alguns lugares da raiz principal, todavia, os tratamentos com a suspensdo de esporos dos
isolados de T. asperellum Qt e TR1 diminuiram a gravidade da podridao radicular com notas
1,08 e 1,46, nessa ordem.

Os resultados mais promissores para o controle da doenca foram obtidos pelos
tratamentos em que foram utilizados os filtrados de cultura com 0,62 para o filtrado 1, e 0
filtrado 2 em que as plantas ndo apresentaram nenhum sintoma aparente relacionados a
inoculagdo do patdégeno. Além dos sintomas radiculares, algumas plantas também
demonstraram sintomas na parte aérea, como a murcha da parte aérea e necrose foliar, sendo
esses sintomas relacionados diretamente a podridao das raizes que dificultou a absorcéo de agua
e nutrientes pelas plantas afetadas. Os sintomas na parte aérea foram observados com maior
frequéncia e intensidade no tratamento testemunha, reforcando a relacdo direta da podridédo de

raizes e dos sintomas da parte aérea.

Tabela 12 — Incidéncia (%), notas de severidade da podridao de raizes causada por Fusarium
equiseti e percentagem de tecido radicular afetado, obtidos no teste de controle in

Vivo.

Tratamentos Incidéncia (%) Notas Percentagem

Trichoderma asperellum Qt 42,85 b* 1,08 b 10,77 b

Trichoderma asperellum TR1 50,00 b 1,46 b 18,46 b

Filtrado 1 41,22 b 0,62 c 4,96 C

Filtrado 2 0,00 c 0,00 c 0,00 c

Testemunha 71,42 a 3,38a 48,08 a

CV (%) 18,19 20,11 28,09

*Meédias seguidas por mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro. CV: Coeficiente de Variagao.
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7.4 DISCUSSAO

O controle bioldgico pode ser aplicado de diversas formas, dependendo da doenca a ser
controlada, como também da fase do ciclo da planta em que o patdgeno causa prejuizo. Entre
as formas de aplicacdo de controle bioldgico podem ser citadas: o tratamento de sementes,
aplicacdo no substrato de plantio, aplicacdo por meio da agua de irrigacdo e pulverizacdo da
parte aérea. Para doencas radiculares, o mais usual € o tratamento de sementes, pois esta é a
forma de aplicacdo que proporciona maiores chances de estabelecimento dos microrganismos
antagonistas, sendo uma forma pratica de aplicacdo. Outra forma muito comum de aplicacéo
do controle bioldgico, € diretamente no substrato, contudo, nesse caso, hd maior gasto de
produto, mas é uma forma muito eficiente de controle de patdgenos radiculares (MEDEIROS
et al., 2018). Por isso, no presente trabalho, essas duas formas de aplicacdo foram exploradas.

Nos dois experimentos realizados na presente pesquisa, com a incorporacdo dos
tratamentos de controle bioldgico no substrato e microbiolizacdo de sementes, houve aumento
da emergéncia de plantulas de nogueira-pecd. O aumento da emergéncia de plantulas devido ao
tratamento de sementes com Trichoderma sp., ja foi relatado por Silva et al. (2019), em seu
estudo os autores utilizaram sementes de Pinus taeda, naturalmente infectadas com Fusarium
e as microbiolizaram com Trichoderma sp., o tratamento de sementes resultou em aumento da
emergéncia de plantulas, bem como no aumento da velocidade de emergéncia.

No experimento com a incorporacdo dos tratamentos de controle biolégico no substrato,
na avaliacdo realizada 45 dias ap0ds a instalacdo do experimento, ndo houve influéncia dos
tratamentos no comprimento da parte aérea das plantas de nogueira-peca. No trabalho realizado
por Junges et al. (2016), também ndo foi observada diferenca estatistica no incremento da parte
aérea de mudas de canafistula (Pelptophorum dubium), mesmo com a aplicacdo de
Trichoderma spp. por diferentes formas (rega do substrato ou no tratamento de sementes), e
mesmo testando a aplicacdo em diferentes momentos do processo de producdo de mudas (20
dias antes da semeadura, na semeadura e 20 dias apds a semeadura).

No geral, para o diametro do colo as avalia¢cdes ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos. Rodrigues et al. (2018), testando doze isolados de Trichoderma spp. como
agentes de biocontrole para Ceratocystis cacaofunesta, também observaram que ndo houve
diferenca estatistica no didmetro do caule de plantas de cacaueiro (Theobroma cacao L), mesmo

com a utilizacdo de biocontroladores. No mesmo trabalho, os autores relataram que a
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inoculagdo do patdgeno ndo interferiu no didmetro do caule, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo.

No experimento de incorporacdo dos tratamentos de controle biolgico ao substrato na
avaliacdo efetuada aos 90 dias e no experimento de microbiolizagdo nas duas avaliagdes (45 e
90 dias) foi possivel observar a acdo de Trichoderma como promotor de crescimento de plantas.
Esta, por sua vez, ocorre por meio de interaces de fatores bioquimicos e producdo de varias
enzimas e compostos benéficos (MACHADO, 2012). Medeiros et al. (2018) destacam que a
promogcé&o de crescimento influencia de forma indireta no controle da doenca, contribuindo na
producdo de hormdnios, na rusticidade, aquisicdo de nutrientes e absorcédo de agua pela planta.
Silva et al., (2019), estudando o efeito da microbiolizagdo de sementes de Pinus taeda
naturalmente infectadas com Fusarium sp., relataram que as sementes tratadas com
Trichoderma sp. por meio de imersdo na suspensdo de esporos (1x10°), geraram plantulas com
maior comprimento da parte aérea, mesmo em lotes que apresentavam alta incidéncia de
Fusarium sp. (94%).

No experimento de microbiolizacdo de sementes, nas duas avaliacGes realizadas aos 45
e 90 dias apos a instalacdo do mesmo, tanto na presenca quanto na auséncia do patoégeno, o
filtrado 1 promoveu o crescimento em comprimento da parte aérea das plantas de nogueira-
peca. No experimento de incorporacao do controle bioldgico ao substrato na avaliagdo aos 90
dias os filtrados de cultura também se mostraram como promotores de crescimento aumentando
0 comprimento da parte aérea das plantas em comparacdo com a testemunha. Nesse sentido,
para a producéo do filtrado de cultura, Trichoderma spp. é submetido ao crescimento em meio
liquido, durante o crescimento, metabdlitos secundarios sdo produzidos pelo fungo, alguns
deles expressam nas plantas fun¢bes semelhantes a auxina, que possuem efeito positivo no
crescimento das plantas, esse fato pode explicar o incremento no comprimento da parte aérea
(VINALE et al., 2014)/.

Para as variaveis MFPA, MFR, MSPA e MSR, nos dois experimentos realizados, foi
possivel observar que a presenca do patdgeno, na maioria das avaliagOes, interferiu
negativamente nessas variaveis. Esse resultado se deve as caracteristicas e a forma com que o
fungo causador de podriddo de raizes atua na planta. Patégenos causadores dessa doenca sdo
agressivos, atuam destruindo a raiz por mecanismos quimicos e mecanicos, obtendo nutrientes
as custas da decomposicdo da mesma, logo devido a diminuicdo da quantidade de raizes
funcionais, ha menor acumulo de massa seca da raiz e da parte aérea, devido a reducdo da
absorcdo de agua e nutrientes (BEDENDO, 2018).
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Por outro lado, a incorporagdo do controle biolégico no substrato, interferiu de forma
positiva nessas variaveis. O maior acimulo de MFR e MSR pode ser explicado pelo maior
crescimento das raizes, que pode ter ocorrido por Trichoderma spp. produzir metabolitos que
interferem no indice mit6tico, que estimula a divisdo celular das raizes, e promove o
crescimento das mesmas (AGUIAR et al., 2015). Nesse sentido, a maior quantidade de raizes
faz com que a planta se torne mais eficiente na absor¢éo de agua e nutrientes e assim, ocorre
maior desenvolvimento da parte aérea, acumulando mais MFPA e MSPA.

Quanto ao indice de doenca, nota-se que quando os tratamentos de controle biol6gico
foram aplicados no substrato, a suspensdo de esporos dos isolados de T. asperellum
demonstraram controle mais efetivo do que os filtrados de cultura. Em contraponto, quando 0s
tratamentos foram aplicados diretamente na semente, os filtrados de cultura foram mais
eficientes no controle da doencga. Esse fato pode ser explicado pelo modo com que os diferentes
tratamentos agem, pois quando se aplica a suspensdo de esporos de Trichoderma spp. no
substrato, ocorre a colonizacdo, tornando-o um meio inadequado para o desenvolvimento
patogeno. Contudo, a aplicacdo dos filtrados de cultura 14 dias antes da incorporacdo do
patdgeno no substrato pode ter ocasionado a volatilizacdo ou degradacdo de compostos com
acdo fungicida que estavam presentes nos filtrados de cultura, antes mesmo da introducéo do
patdgeno no solo. Ja no caso da microbiolizagéo, o fato dos isolados de T. asperellum terem
menor periodo de contato com a semente, e por outro lado os filtrados de cultura terem perdido
menos compostos devido ao menor tempo de exposicdo as condicdes ambientais, explica 0s
filtrados de cultura terem apresentado maior capacidade de controle dos sintomas de podriddo
de raizes.

Segundo Medeiros et al. (2018), os microrganismos antagdnicos quando incorporados
ao substrato, se associam rapidamente ao tecido da planta hospedeira, pois possuem velocidade
de crescimento superior ao do patdgeno e por isso ndo resta espaco para o patdégeno colonizar
o0 tecido. Assim, 0 antagonista evita que o patdgeno cause qualquer tipo de dano no tecido da
planta hospedeira, ou seja, Trichoderma spp. esta controlando o patdgeno pelo mecanismo de
competicao.

Pode-se inferir que Trichoderma asperellum colonizou externa e/ou internamente as
raizes e que atuou como escudo ou barreira, impedindo a invasao das raizes, estabelecimento
e/ou multiplicacdo de Fusarium equiseti, reduzindo a podriddo de raizes. Khan et al. (2019),
estudando plantas de feijdo-da-india (Vigna radiata L.) obtidas de sementes inoculadas com

Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani cultivadas em solo previamente tratado com
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Trichoderma spp., relataram a diminui¢cdo da ocorréncia e da severidade dos sintomas
ocasionados pelos patdgenos. Sanchez et al. (2019), estudando o efeito de diferentes isolados
de Trichoderma spp., aplicados por meio de suspensdo de esporos (10° conidios/mL) no
tratamento preventivo de plantas de péra (Pyrus communis), relataram até 96% de controle da
extensdo dos sintomas da podriddo de colo causada por Phytophthora cactorum.

Os filtrados de cultura utilizados na presente pesquisa estavam totalmente sem a
presenca de estruturas de T. asperellum, ou seja, 0s mecanismos de acdo: competicao,
parasitismo e predacdo ndo podem explicar o controle dos sintomas causados pelo patdgeno,
resultantes desses tratamentos. Dessa forma, a antibiose é 0 mecanismo que estava relacionado
a diminuicdo da doenca nesses casos, pois ela é 0 mecanismo de acdo em que uma ou mais
moléculas afetam o crescimento ou a fisiologia do patdgeno, sendo que um mesmo
microrganismo pode produzir mais de uma molécula com agdo sobre fitopatdgenos, evitando a
formacdo de cepas de patogenos resistentes (MEDEIROS et al., 2018). Vinale et al. (2008),
relata que os metabolitos produzidos por Trichoderma, como os presentes no filtrado de cultura,
podem estar ligados a respostas sistémicas de defesa da planta, que podem agir diminuindo a

severidade de doencas.

7.5 CONCLUSAO

Os tratamentos de controle bioldgico, aplicados na forma de suspensdo de esporos ou
de filtrados de cultura, diminuiram a severidade dos sintomas relacionados a podridé@o de raizes
em mudas de nogueira-pecd expostas ao indculo de Fusarium equiseti. Além disso, 0s
tratamentos interferiram de forma positiva nas variaveis: emergéncia, comprimento da parte
aérea, diametro, massa fresca da parte aérea, massa fresca radicular, massa seca da parte aérea,
massa seca radicular, na presenca ou na auséncia de indculo de Fusarium equiseti. Portanto, o
controle biolégico constitui-se de uma técnica promissora para o controle de podriddo de raizes

em nogueira-peca.
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8 DISCUSSAO GERAL

Neste estudo, buscou-se aprofundar os conhecimentos sobre formas eficientes de
controle de duas doencas importantes para a cultura da nogueira-pecéd (Carya illinoinensis), a
podridao de raizes, causada por diferentes espécies de Fusarium spp. e 0 cancro do tronco
causado por fungos da familia Botryosphaeriaceae. Os agentes causais dessas doencgas Sao
fungos pouco especificos, muito agressivos e pouco evoluidos quanto ao parasitismo, que por
suas caracteristicas se encaixam no Grupo Il de doencas relatados por Mec New em 1970
(AMORIM et al., 2018). Por serem agressivos, esses patégenos geralmente, causam a morte
das plantas, acarretando prejuizos financeiros na producdo, e pela perda de plantas, é necessaria
a reposicao destas, acarretando custos extras aos agricultores, demandando medidas de manejo
das doencas. Devido a baixa especificidade dos patdgenos citados anteriormente, o controle
genético por meio de cultivares resistentes torna-se inviavel, o controle quimico, ndo é
recomendado, pois sdo patdégenos habitantes do solo e os fungicidas quimicos sdo pouco
eficientes no controle desses.

Assim, o controle biologico surge como forma promissora para 0 manejo dessas
doencas. Entre os microrganismos de controle biolégico, os mais estudados s@o os fungos do
género Trichoderma spp., estes por sua vez sdo fungos habitantes naturais do solo e, podem ser
encontrados em formulagdes comerciais disponiveis no mercado. Apesar disso, fungos desse
género que ja estdo associados a rizosfera da cultura estudada, podem apresentar uma
associacdo mais proxima e por isso ter potencial benéfico maior. No capitulo I, quando foi
realizado o isolamento de Trichoderma spp. do solo, foi encontrada a espécie T. asperellum,
identificada atraves da andlise molecular da regido do fator de elongacdo, amparada pela
caracterizacdo morfolégica. Nos estudos, além dos isolados mencionados anteriormente,
também foi utilizado um isolado da mesma espécie proveniente de um produto comercial. Estes
isolados de T. asperellum foram testados quanto as suas potenciais caracteristicas de
antagonismo frente a isolados de fungos do género Fusarium spp., causadores de podridao de
raizes e fungos da familia Botryosphaeriaceae, causadores de cancro do tronco, através dos
testes de confronto direto e de metabdlitos volateis.

Os resultados dos testes in vitro, estudados nos capitulos | e Il foram influenciados
diretamente pelas caracteristicas de crescimento micelial dos isolados dos fitopatdgenos. No
confronto direto, a maior inibi¢do foi observada para o isolado de Lasiodiplodia theobromae,

em um dos ensaios e no outro para o isolado de Fusarium graminearum. E importante salientar
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que em cada um dos testes, esses isolados foram os que apresentaram maior crescimento
micelial, resultando em maior confronto com as hifas destes com as hifas dos isolados de T.
asperellum. A reducgdo do crescimento micelial dos patdgenos ocorreu devido a competicédo por
espaco e nutrientes, e devido aos isolados de maior crescimento micelial estarem mais proximos
dos isolados de T. asperellum outros mecanismos foram beneficiados, como o parasitismo e a
antibiose. No caso dos isolados dos patdgenos com o crescimento micelial mais lento, a inibicdo
era menor, pois somente 0 mecanismo de antibiose estava agindo na maior parte do teste, devido
a distancia das hifas dos fitopatdgenos e dos antagonistas durante o teste de confronto direto.

No teste de metabdlitos volateis, ainda nos capitulos Il e 11, a tendéncia foi a mesma,
onde os isolados com o crescimento micelial mais rapido demonstraram resultados maiores de
inibicdo, contudo apresentando variagcdo em alguns casos. N&o houve diferenca significativa
entre os isolados de T. asperellum, pois como todos eram da mesma espécie, apresentaram
caracteristicas semelhantes de crescimento micelial e liberacdo de metabdlitos volateis durante
0s testes. Apos a avaliacdo inicial da capacidade antagonista dos isolados de T. asperellum, no
capitulo I e 11, estes foram submetidos a diferentes formas de cultivo em meio liquido, visando
a obtencdo de filtrados de cultura com potencial fungicida frente aos patdgenos de nogueira-
peca.

Foram testados diferentes parametros no cultivo, pH, agitacdo, quantidade de sacarose
e concentracao de esporos, tendo como respostas, a producao de biomassa seca, a atividade da
enzima quitinase, a composicdo dos metabdlitos presentes no filtrado de cultura, além da
inibicdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos. Todas as formas de cultivo apresentaram
condicdes adequadas para o desenvolvimento dos isolados de T. asperellum, mas apesar de
serem da mesma espécie, 0 isolado TR1 mostrou maior biomassa fungica no final do processo,
mostrando melhor adaptacdo ao cultivo submerso. As maiores percentagens de inibicdo do
crescimento micelial, foram obtidas para os filtrados oriundos do mesmo isolado no controle
de L. theobromae, sendo a maior inibicdo de 49,12%.

Quanto aos metabdlitos dos filtrados de cultura, foi possivel observar a producéo de
compostos com potencial bioativo, entre eles o acido hexadecandico e alfa-humuleno, descritos
como inseticidas, enquanto outros tém acdo antimicrobiana, como é o caso de derivados do
pirano, Celidoniol, deoxy, Pentadecanoicacid, 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl,
Propanoicacid, 1-methylethyl ester e &cido 9-octadecenoico (BENELLI et al., 2018; LEE et al.,
2007; BARRETO & VOOTLA, 2018; CHHOUK et al., 2018; ROGALSKA, 2021; FOO et al.,
2015; WALTERS et al., 2004; ALl et al., 2017). Esses compostos bioativos apesar de presentes,

apresentavam baixa abundancia relativa, que pode estar ligada diretamente a presenca de 2-
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Furancarboxaldehyde, 5-(Hydroxymetil), que € um composto derivado da degradacdo da
sacarose, que estava em abundancia relativa alta nas amostras estudadas (préximo ou acima de
50%) (KUCHERQV et al., 2018).

Na inibicdo do crescimento micelial dos isolados fitopatogénicos, foi possivel observar
que o filtrado de cultura obtido da condicdo 8 (pH 5, Agitacdo 100 rpm, Sacarose 50 g/L,
concentragéo indculo 10° esporos/mL) do crescimento dos diferentes isolados de T. asperellum
em fermentacdo submersa, foi 0 que causou a maior inibicdo do crescimento micelial dos
isolados fitopatogénicos, tanto para os patdgenos responsaveis pela podriddo de raizes, bem
como para os isolados causadores de cancro do tronco in vitro.

Muitos compostos volateis sdo liberados pelo antagonista e pelo patdgeno, estes
compostos por sua vez, podem exercer diferentes funcées, dentre elas podemos citar a toxidade
para animais, plantas e até mesmo contra outras espécies fungicas. Entre os compostos
organicos volateis de Fusarium graminearum, estudados no capitulo 111, foram identificados o
longiborneol, trichodiene e o longifolene, que séo elementos chave na producgéo de substancias
toxicas para animais, estando também ligados a patogenicidade do fungo em plantas (GIROTTI
et al., 2012; MALBRAN et al., 2020). Por outro lado, os isolados de T. asperellum, quando
cultivados sem a presenca do patdgeno, produziram 2H-Pyran-2-one, 6-pentyl- (6PAP) com
abundancia maior que 50% de todos os COVs.

Quando confrontados os isolados de T. asperellum com F. graminearum, houve
diminuicdo da abundancia relativa de importantes COVs de F. graminearum, ligados a toxidade
em animais e patogenicidade em plantas. Essas mudancas no perfil e na abundancia dos
compostos propdem que esses microrganismos podem alterar seu metabolismo secundario e,
alterar o padrdo de expressdo dos compostos volateis, para competir com outros
microrganismos, sendo importante ressaltar a acdo dos COVs de Trichoderma spp. na inibicéo
de compostos ligados a capacidade fitopatogénica do isolado de F. graminearum. Com 0s
estudos in vitro, foi possivel compreender os diferentes mecanismos de biocontrole com que os
isolados de T. asperellum atuaram sobre os agentes fitopatogénicos, para posterior realizacéo
dos testes in vivo.

Nos testes in vivo, estudados nos Capitulos 1V e V, os tratamentos de controle bioldgico,
aplicados na forma de suspenséao de esporos ou na forma de filtrados de cultura de Trichoderma
asperellum, reduziram a severidade dos sintomas relacionados a podriddo de raizes e cancro do
tronco em mudas de nogueira-peca expostas ao in6culo de Fusarium equiseti e Lasiodiplodia

theobromae. Observou-se em alguns tratamentos, incremento nas variaveis emergéncia,
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comprimento da parte aérea, diametro, massa verde da parte aérea, massa verde radicular, massa
seca da parte aérea, massa seca radicular. Nos testes in vivo, a vinculagdo de Trichoderma
asperellum ou dos filtrados de cultura pelo substrato, mostrou efeitos positivos e isso pode estar
ligado a prépria natureza do fungo, que por ser habitante de solo, possui maior habilidade de se
adaptar a esse local e assim ter uma influéncia maior no controle de fungos fitopatogénicos e
na inducdo de emergéncia e crescimento de mudas de nogueira-peca.

Dessa forma, percebe-se que a utilizacdo de Trichoderma e de seus bioprodutos é uma
técnica promissora, que melhora vérios aspectos da producdo e da qualidade de mudas de
nogueira-pecd. Entre eles podemos citar a reducdo de perdas de plantas pelo ataque de
patdgenos associados as sementes, a0 aumento da emergéncia de plantas, melhoria da qualidade
inicial das mudas, melhor estabelecimento de plantas no campo, pois as mesmas chegam mais
sadias a ele, menores perdas de plantas ja estabelecidas no campo. Assim, a producdo e o
estabelecimento de plantas no campo torna-se mais sustentavel, com menores riscos de perdas

financeiras para os pecanicultores.
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9 CONCLUSOES

Dessa maneira, conclui-se que os isolados de Trichoderma asperellum diminuiram o
crescimento micelial dos fitopatégenos causadores de podridao de raizes e de cancro do tronco
no teste de pareamento de culturas, metabdlitos volateis, bem como por metab6litos ndo
volateis. A melhor condicdo de cultivo de T. asperellum para a producdo de filtrado de cultura
com potencial fungicida foi na condicio de crescimento 8 (Agua de Maceracdo de Milho
(AMM) 20 g/L, extrato de levedura 7,5 g/L, pH5, agitacdo de 100 rpm, sacarose 50g/L e
concentracdo inicial de esporos de T. asperellum de 10°). Os isolados de T. asperellum
produziram quitinase e moléculas com potencial fungicida em meio liquido, que demonstraram
seu potencial no controle de fitopatégenos.

Quando foram identificados 0s compostos organicos volateis (COVs) liberados pelos
isolados de T. asperellum, foi identificado o 6PAP (2H-Pyran-2-one, 6-pentyl-), composto
descrito como inibidor de patdgenos e indutor de crescimento vegetal. Por outro lado, Fusarium
graminearum produziu compostos ligados a sua toxidade em animais e a patogenicidade em
plantas. Em confronto os compostos organicos volateis de T. asperellum inibiram a formacéo
de compostos volateis de F. graminearum, dentre eles o longiborneol, trichodiene e longifolene,
conhecidos como percursores de toxinas que afetam animais e contribuem com a
patogenicidade da espécie em vegetais.

Os isolados de T. asperellum e os filtrados de cultura estimularam o crescimento inicial
de plantas de nogueira-pecd, além de diminuir a incidéncia e a severidade da doenca cancro do
tronco em nogueira-pecd, independente da forma de aplicacdo. Os tratamentos de controle
biologico, aplicados na forma de esporos ou de filtrados de cultura de T. asperellum,
diminuiram a severidade dos sintomas relacionados a podriddo de raizes, em mudas de
nogueira-pecad expostas ao inoculo de Fusarium equiseti. Sendo que os tratamentos tambem
interferiram de forma positiva nas variaveis: emergéncia, comprimento da parte aérea,
diametro, massa fresca da parte aérea, massa fresca radicular, massa seca da parte aérea, massa

seca radicular, na presenca ou na auséncia de indculo de F. equiseti.
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