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RESUMO

CARACTERIZACAO DE Trichoderma spp. E BICONTROLE SOBRE Fusarium
oxysporum e Fusarium solani AGENTES CAUSAIS DA PODRIDAO-DE-RAIZES DE
ERVA-MATE

AUTORA: Alexsandra Cezimbra Quevedo
ORIENTADORA: Prof.2. Dra. Marlove Fatima Brido Muniz

Fusarium spp. é um dos patdgenos mais importantes da mateicultura, causando a doencga conhecida
como podridao-de-raizes em erva mate (llex paraguariensis). Esses patdgenos sdo de dificil
controle, por serem habitantes nativos do solo e apresentarem comportamento cosmopolita,
atacando diversas espécies de plantas. Diante disso, a utilizacdo de organismos antagonistas pode
ser uma medida efetiva no manejo desses patdgenos, auxiliando também na promoc¢do do
crescimento das plantas. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar e avaliar a acdo de
isolados de Trichoderma spp. como promotor de crescimento e na inducéo de resisténcia na planta,
bem como o potencial de biocontrole in vitro e in vivo sobre Fusarium oxysporum e Fusarium
solani, agentes causais da podriddo-de-raizes em erva-mate. Para tanto, foram utilizados sete
isolados de Trichoderma spp. e dois isolados patogénicos de Fusarium spp., sendo um de Fusarium
oxysporum e o outro de Fusarium solani provenientes de solo rizoférico de plantios de erva-mate
e que estavam armazenados na micoteca do Laboratério de Fitopatologia “Elocy Minussi” da
UFSM. Os isolados de Trichoderma spp. provenientes de solo rizoférico de plantios de erva-mate
foram cultivados individualmente, para posterior identificagdo molecular (baseada na regido TEF-
la, ITS e RPB2) ¢ caracterizagdo morfoldgica. O biocontrole in vitro de Trichoderma spp. sobre
Fusarium spp. foi realizado através de pareamento de culturas, avaliado por meio de escalas de
notas e do percentual de inibicdo e da producdo de metabdlitos volateis. Os trés isolados
antagonistas com maior percentual de inibicéo in vitro foram selecionados para testes in vivo. Para
esses testes, foi feita a aplicacdo da suspensdo de esporos dos antagonistas e dos patdgenos no
substrato. Os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes em controlar o crescimento micelial
de Fusarium spp. tanto no pareamento de culturas como por metabdlitos volateis. A aplicacdo da
suspensdo de esporos de Trichoderma spp. foi capaz de diminuir os sintomas da doenca podridao-
de-raizes, causada por Fusarium spp. em erva-mate. Trichoderma spp. possui efeito positivo sobre
0 crescimento das raizes e parte aérea de erva-mate bem como na indugdo de resisténcia.

Palavras-chave: Controle Bioldgico. llex paraguariensis. Promog&o de crescimento.
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1 INTRODUCAO GERAL

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil) é uma arvore perenifolia de 10 a 15 m de
altura, de tronco reto, de coloracdo acinzentada e bastante curto. Na floresta, pode atingir até 25 m
de altura e 70 cm de didmetros (DANIEL, 2009). E uma espécie nativa de regifo de clima
temperado, resistindo as temperaturas baixas. A &rea de ocorréncia natural esta restrita a trés paises
da América do Sul: Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil, a area de ocorréncia da erva-mate
abrange os trés estados da regido sul: Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, ocorrendo ainda
em parte do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais (MACCARI JUNIOR, 2005). Sua
madeira apresenta boas propriedades, contudo, no Brasil, o cultivo da erva-mate visa produtos
oriundos das folhas, que sdo consumidas como chimarrao, tereré, cha-mate, cha a granel e saché,
cha liquido e cha liquido saborizado, além de aplica¢fes na industria farmacéutica e quimica
(KAAP JUNIOR et al., 2017).

Quanto a producdo, em 2019, o estado do Parand atingiu uma produgdo de 314.728
toneladas (t) de folhas verdes, seguido pelos estados de Santa Catarina com 23.981 t, Rio Grande
do Sul com 23.835 t e Mato Grosso do Sul com producdo aproximada a 7.000 t (SIDRA-IBGE,
2019). Com o aumento da area plantada, nos ultimos anos foram encontrados alguns problemas
fitossanitarios nos ervais, como a podridao-de-raizes (POLETTO et al., 2010). Estas causam sérios
danos a cultura, com reducdo da produtividade e da qualidade do produto final (POLETTO et al.,
2006; POLETTO et al., 2007).

Fungos do género Fusarium sdo conhecidos por causarem diversas doengas, entre elas a
podridao-de-raizes em erva-mate, que diminuem a produtividade e levam a planta a morte. Além
de causar a podriddo-de-raizes, a doenca € conhecida por apresentar tambem sintomas reflexos
como a estagnacao do crescimento, o amarelecimento ascendente das folhas, a queda intensa das
folhas mais velhas e, em varios casos, a morte da planta. Como consequéncia do ataque do
patdgeno, as raizes escurecem e apodrecem, comprometendo o desenvolvimento dos ervais.
(POLETTO et al., 2006).

Por serem muito agressivos, o controle desses fitopatdgenos se torna uma préatica
imprescindivel para a producdo de mudas de qualidade, e, até 0 momento, ndo h& registro de
fungicidas quimicos para uso na cultura da erva-mate. Tambem frente aos problemas ocasionados

pelo uso de produtos quimicos, tem-se uma grande demanda por métodos de controle de doencas
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em plantas que sdo0 menos agressivos, que ndo apresentam riscos a0 meio ambiente e aos seres
vivos (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000). O uso de produtos quimicos sem o acompanhamento
técnico pode causar uma série de problemas como contaminacdo ambiental, desequilibrio da biota
natural do solo, diminuicdo da populacdo de microrganismos responsaveis pela ciclagem de
nutrientes e antagonistas (BOUBAKRI et al., 2015).

Dessa forma, a utilizagdo de microrganismos antagonistas apresenta-se como possibilidade
de manejo do ecossistema da erva-mate, de forma sustentavel e ecoldgica. Entre os fungos
antagonistas mais estudados e utilizados no controle biologico destacam-se as espécies do género
Trichoderma, que tém sido usadas como agentes ativos em formulagbes de biocontrole e
biofertilizantes (YASSIN et al., 2021; ESLAHI et al., 2021; JI et al., 2021). Esses fungos sdo
habitantes naturais do solo e possuem elevada capacidade de competicdo saprofitica, contribuindo
para o controle biolégico, com a vantagem de ndo serem nocivos as plantas.

Além da capacidade do Trichoderma spp. em controlar diretamente o crescimento de
fitopatdgenos, ha relatos de que eles também podem induzir resisténcia sistémica e localizada em
plantas contra a diversos patogenos (YEDIDIA et al., 2001). A inducdo de resisténcia em plantas
é¢ um processo fisiolégico que aumenta a capacidade defensiva provocada por estimulos
especificos. As plantas podem desenvolver inducédo de resisténcia como resultado de uma infeccao
por um agente patogénico, em resposta a inseto, apos a colonizagéo das raizes por alguns micrébios
benéficos e apos tratamentos com produtos quimicos. O interesse da indugdo de resisténcia a
doencas em plantas tem aumentado, baseado em duas formas conhecidas como resisténcia
sistémica induzida e resisténcia sistémica adquirida, ambas podendo ser induzidas pela simbiose
entre as raizes de plantas e Trichoderma spp. (HARMAN et al., 2004, HERMOSA et al., 2012).

Dessa forma, na presente pesquisa foram realizados estudos, o quais estdo organizados em
dois capitulos. No Capitulo I, objetivou-se identificar e caracterizar os isolados de Trichoderma
spp. associados a rizosfera de llex paraguariensis, bem como avaliar a acdo desses isolados no
controle in vitro de Fusarium oxysporum e Fusarium solani, agentes causais da podriddo-de-raizes.
No Capitulo Il, objetivou-se avaliar a acdo de dois isolados de Trichoderma asperelloides e um
isolado de Trichoderma koningiopsis no controle in vivo de Fusarium oxysporum e Fusarium

solani, bem como a promoc&o de crescimento e a indugdo de resisténcia em plantas de erva-mate.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 llex paraguariensis

A espécie llex paraguariensis A. St.-Hil., popularmente conhecida por erva-mate, pertence
a familia Aquifoliaceae, possui porte arboreo, é considerada esciofila (tolerante a sombra) e
ombrdfila (prefere ambientes sombreados e imidos) (MAZUCHOWSKI, 1991). A erva-mate é
uma arvore perenifdlia, sua altura é variavel, pois quando cultivada apresenta de 3 a 5 m, contudo,
na floresta ela pode chegar até 30 m de altura e 100 cm de diametro na altura do peito (DAP)
quando adulta. Essa planta exibe tronco reto ou pouco tortuoso, fuste normalmente curto, mas pode
alcancar até 11 m de comprimento. A sua copa é baixa, com folhas verde-escuras e a casca tem
espessura de até 20 mm com coloracdo externa cinza clara acastanhada, aspera a rugosa, com
lenticelas formando linhas longitudinais com cicatrizes transversais (CARVALHO, 2003). O
periodo de floracdo ocorre geralmente de setembro a novembro no estado Parana; de setembro a
dezembro em Santa Catarina; e de setembro a outubro no Rio Grande do Sul (BRITO et al., 2019).

A érea de ocorréncia da erva-mate abrange, aproximadamente, 540.000 mil kmz2, podendo
ser encontrada no Brasil, na Argentina e no Paraguai. No Brasil, sua dispersdo natural esta
centralizada nos estados do Parang, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul, e em
menores proporgdes, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (ANDRADE, 2002).

A regido sul do Brasil é considerada a maior produtora nacional de folha verde com uma
producdo média de 347 toneladas/ano. O estado do Parana tem liderado a producdo com 86,39%,
enguanto que Santa Catarina produz 8,32%, Rio Grande do Sul 5,24% e Mato Grosso do Sul 0,05%
(IBGE, 2018).

Na regido de ocorréncia da espécie, o cultivo da erva-mate ¢ uma atividade com importancia
na geracdo de emprego e renda aos produtores rurais (BERGER, 2006). A colheita da cultura se
caracteriza pela remogédo dos ramos e galhos para o aproveitamento dos ramos finos e folhas, os
quais sdo largamente utilizados para producédo de diversas bebidas como o chimarrdo (FLEIG,
2003).

Nos ultimos anos foram encontrados alguns problemas fitossanitarios nos ervais, como a
podridao-de-raizes. No Brasil, a podriddo-de-raizes é considerada a principal doenca da erva-mate,

atacando desde plantulas, mudas nos viveiros, a arvores adultas em ervais. A doenca é ocasionada,
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principalmente, pelo género fungico Fusarium, o qual provoca danos no sistema radicular e, na

maioria das vezes, causa a morte da planta (POLETTO et al., 2015).

2.2 PODRIDAO-DE-RAIZES

Entre as principais doengas da erva-mate estd a podriddo-de-raizes, que foi descrita no
Brasil, primeiramente, por Grigoletti e Auer (2001), em ervais localizados no estado do Parana.
Poletto et al. (2006) constaram a podriddo-de-raizes em plantacées no Rio Grande do Sul, no ano
de 2004, em municipios pertencentes a regido do Vale do Taquari.

Grigoletti Junior et al. (1996) afirmam que fungos do género Fusarium sdo os principais
patdgenos associados a doenca podriddo-de-raizes. Essa doenca em erva-mate é observada, em
muitos casos, em reboleiras de tamanho variavel, mas, ocasionalmente, as plantas com sintomas
ou mortas apresentam-se espalhadas por todo erval (POLETTO et al., 2006). Alguns sintomas
como a estagnacao do crescimento, a queda excessiva de folhas, o amarelecimento ascendente das
folhas, a morte parcial e, em estagios mais avancados da doenca, a morte total, sdo observados na
parte aérea das plantas. O patdgeno, contudo, encontra-se no sistema radicular provocando,
primeiramente, manchas necréticas na superficie das raizes e estrias escuras no xilema, avancando
para necrose total desses tecidos (POLETTO et al., 2006; POLETTO et al., 2007).

A podriddo-de-raizes acontece de forma distanciada em mudas ja transplantadas ou na
sementeira. Os sintomas reflexos predominantes sdo observados na parte aérea da planta como a
estagnacdo do crescimento, a murcha, o amarelecimento foliar, a queima e a seca de folhas que
comecam a partir da extremidade do limbo, e, por ultimo, a morte da muda. No sistema radicular,
ocorre a inibicdo do crescimento, escurecimento e necrose das raizes (POLETTO et al, 2015).

Entre os fatores que predispdem as plantas a podridao-de-raizes, pode-se citar a composi¢do
fisica do substrato, a umidade inadequada e a contaminacao de recipientes das mudas e do proprio
substrato. Como medidas preventivas de controle da doenca, podem ser adotadas a desinfestagédo
do substrato e 0 manejo correto da &gua. Do mesmo modo, € pertinente fazer a retirada de plantulas

sintométicas para prevenir a disseminacao do patdgeno (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1996).
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2.3 O GENERO Fusarium

O género Fusarium pertence a familia Nectriaceae e, atualmente, estd na ordem
Hypodreales, classe Sordariomycetes, filo Ascomycota. O fungo foi classificado e descrito pela
primeira vez em 1809 pelo micdlogo aleméo Link. Atualmente, ja foram identificadas em torno de
895 espécies e subespécies pertencentes ao género, sendo essas encontradas nos alimentos, nas
plantas, no solo e no ar (INDEX FUNGORUM, 2020).

Devido a ampla distribuicdo geografica e aos sérios problemas econémicos ocasionados
pela acdo como fitopatdgeno, Fusarium é um dos géneros mais estudados. A alta distribui¢do
geogréfica combinada com sua densidade populacional pode estar relacionada ao clima, a
microbiota, aos nutrientes, ao tipo de vegetacdo e ao solo (SAREMI et al., 1999).

A ocorréncia de Fusarium spp. € um dos problemas mais restritivos em viveiros, pois esse
patégeno é de dificil controle, ja que o fungo é habitante nativo do solo e apresenta comportamento
cosmopolita. Ha relatos da combinacdo desse patdgeno com varias espécies como a erva-mate, na
qual o fungo causa deterioracdo e escurecimento do sistema radicular (POLETTO, 2008).

O género Fusarium apresenta grande variabilidade genética em nivel de espécies, fazendo-
se necesséria a utilizagdo de ferramentas que viabilizem a diferenciacéo entre populag¢ées do fungo.
O género possui diferentes caracteristicas morfoldgicas, de viruléncia e patogenicidade, o que
resulta em uma classificacdo em se¢des, forma especiales e racas (OLIVEIRA; COSTA, 2002).

A indispensabilidade do reconhecimento de espécies de Fusarium, responsaveis por causar
determinadas doencas, faz com que sejam necessarios profundos estudos levando em conta
caracteristicas morfolégicas e moleculares dos isolados pertencentes ao género. Para a
identificacdo de Fusarium devem ser compreendidos trés conceitos de espécies: o bioldgico,
fundado na compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie; o filogenético, que é
caracterizado com base na anélise de sequéncias génicas; e o morfoldgico, fundado na similaridade
dos caracteres observados, denominados de marcadores morfologicos (O’DONNELL et al., 2000;
SUMMERELL et al., 2006).

O damping-off e as podriddes radiculares causadas por Fusarium spp. sdo constatadas em
espécies como Eucalyptus spp. e Pinus spp. cultivados no Brasil (KRUGNER; AUER, 2005). Além
disso, espécies de Fusarium spp. também sdo patdgenos de sementes de erva-mate (POLETTO et

al., 2005). Segundo Maciel (2012), em plantulas de Pinus elliottii os principais sintomas
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observados foram o tombamento, a murcha, o apodrecimento dos cotilédones e a lesdo seguida de
ruptura do hipocotilo, em decorréncia da infeccdo das sementes com F. sambucinum.

Poletto et al. (2006) ao realizar o zoneamento e identificacdo de Fusarium spp. causadores
de podridao de raizes em plantios de erva-mate na regido do Vale do Taquari, RS, identificou
espécies do género Fusarium, predominando Fusarium oxysporum Schlecht. e Fusarium solani
(Mart.) Sacc., presentes em todos 0s municipios amostrados. As Aarvores inspecionadas
apresentaram sintomas de amarelamento das folhas, estagnacdo do crescimento, queda excessiva
das folhas mais velhas, morte parcial (de alguns galhos da planta) e, em casos mais adiantados da
doencga, morte total da planta.

Mezzomo et al. (2018) ao caracterizar morfologicamente isolados de
Fusarium spp. coletados em plantas doentes de erva-mate, encontrou 39 isolados obtidos a partir
de necroses das raizes e em viveiros produtores a partir de mudas com sintomas de tombamento.
Os principais sintomas observados foram amarelecimento do &pice e das folhas, amarelecimento

seguido de encarquilhamento e posterior necrose das folhas.

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico é a capacidade de um organismo patogénico ou das caracteristicas de
uma doenga causada por um patégeno serem reduzidas e/ou serem limitadas a sua quantidade, a
viabilidade e ao desenvolvimento por certos organismos antagonistas. Nesse sentido, um
organismo pode ser considerado biostatico quando acaba por inibir as atividades do outro ou
biocida quando ocasiona a morte do outro (ZAMBOLIM, 2010).

A utilizacdo de microrganismos antagonistas apresenta-se como uma excelente
possibilidade de manejo do ecossistema da erva-mate, de forma sustentavel e ecoldgica. Dessa
forma, o controle bioldgico constitui uma alternativa para a reducdo da aplicacdo de fungicidas
quimicos e também quando outros tipos de controle (cultural e genético) ndo sdo viaveis, ja que
muitas vezes esses microrganismos antagonistas apresentam persisténcia no campo onde foram
introduzidos e efeito a longo prazo (MEDEIROS et al., 2018).

O termo antagonista, na Fitopatologia, € dado a todos 0s organismos capazes de intervir no
metabolismo e no desenvolvimento de outros organismos. Os fungos antagonistas, mesmo que

indiretamente, reduzem as chances de desenvolvimento de patdgenos resistentes, ja que no periodo
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de desenvolvimento submetem o0s agentes etioldgicos a varias formas de combate (RIBEIRO,
2009). Diversos tipos de organismos sdo usados no controle biolégico como fungos, plantas,
bactérias ou animais. Trichoderma spp. e Gliocladium spp. sdo os fungos mais utilizados nesse tipo
de controle (MORANDI; BETTIOL, 2009).

O sucesso desses antagonistas deve-se aos variados mecanismos empregados por eles para
“vencer” o agente patogénico. Varios estudos tém comprovado que mecanismos como antibiose,
parasitismo, predacdo e competicdo podem ser empregados simultaneamente pelo antagonista
frente a um agente patogénico in vitro. Além dos anteriormente citados, pode-se destacar ainda a

inducdo de resisténcia e a hipoviruléncia em plantas (MEYER et al., 2019).

2.5 Trichoderma spp. COMO AGENTES ANTAGONISTAS E NA PROMOCAO DO
CRESCIMENTO E INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS

O género Trichoderma spp. pertence a subdivisdo Deuteromycotina, ordem Hifomicetes e
familia Moniliaceae. A classificacdo dos isolados em espécies € dificil devido a elas apresentarem
caracteristicas muito semelhantes, que se sobrepdem dentro de um mesmo grupo ou se¢do (MELO,
1991). Trichoderma spp. abrange um conjunto de fungos saproéfitas microparasitas ativos da
microbiota do solo e € largamente empregado no controle biolégico (DRUZHININA et al., 2011).

As espécies de fungos do género Trichoderma vém sendo as mais utilizadas no controle de
fitopatdgenos através do controle bioldgico, por serem facilmente encontradas e cultivadas, por
apresentarem rapido crescimento e por ndo serem patogénicos para as plantas e para 0 homem. Séo
capazes de inibir os fungos fitopatdgenos por parasitismo, producdo de metabdlitos secundarios,
competicdo e microparasitismo de estruturas dos patdégenos, como esporos e esclerddios, que séo
de dificil destruicdo (MACHADO et al., 2012).

Fungos do género Trichoderma fazem parte dos principais microrganismos de importancia
para 0 aumento do crescimento vegetal. Este fungo pode influenciar positivamente na germinacao
de sementes, no desenvolvimento e rendimento da cultura devido, também, a producédo de
substancias promotoras de crescimento e melhoria na nutricdo das plantas, principalmente pela
solubilizacdo de fosforo (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012) e sintese de acido indol
acetico (OLIVEIRA et al., 2012; CHAGAS et al., 2016). Pela importancia da acdo de biocontrole,

as pesquisas que envolvem o género Trichoderma tém aumentado significativamente devido as
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facilidades de isolamento e quantificacdo de propagulos em meios de cultura (PAPAVIZAS, 1982),
assim como o desenvolvimento de novas técnicas de sobrevivéncia e proliferacdo desses
microrganismos no solo e na rizosfera (CHAO et al., 1986) e, ainda, a existéncia de novos biotipos
resistentes a fungicidas (ADB-ELMOITY et al., 1982; PAPAVIZAS, 1982).

Vaérios isolados de Trichoderma spp. dispdem de crescimento acelerado, formando esporos
e antibioticos. Esses atributos transformam esses fungos em organismos ecologicamente bem
sucedidos, capazes de serem encontrados em restos culturais, solos, ar, sementes e raizes de muitas
espeécies vegetais. Bastante empregado na agricultura e na industria, esse microrganismo dispGe de
simples reproducéo, pela ampla quantidade de conidios que produz e pelas diferentes formulacGes
possiveis, como seca (granulado e pé molhavel) e liquida (dgua e 6leo) (MILANESI et al., 2013).

Em estudos in vitro, isolados comerciais de Trichoderma harzianum e Trichoderma
asperellum reduziram o crescimento micelial de isolados Phytophthora palmivora de pupunheira
(Bactris gasipaes) em até 94%. As aplicacBes preventivas in vivo de T. harzianum e T. asperellum
proporcionaram menor incidéncia da doenca e maior sobrevivéncia de mudas, além do efeito
adicional em altura, diametro do colo e no peso fresco das raizes. Em plantas adultas, as touceiras
sintomaticas tratadas com Trichoderma mostraram reducdo da incidéncia e severidade da doenca
(FUZITANI, 2018)

Ethur et al. (2008) relataram que a incorporagdo de T. harzianum em substrato que estava
sendo cultivado com pepineiro (Cucumis sativus) e tomateiro (Solanum lycopersicum) diminuiu a
populacdo de Fusarium solani e F. oxysporum, e foi eficaz na reducdo da fusariose nessas culturas.
Além disso, a incorporacdo também influenciou no estabelecimento e no aumento da densidade
populacional de Trichoderma spp. na rizosfera durante o ciclo das culturas. Menezes et al. (2010),
avaliando a introducdo de diversos isolados de Trichoderma spp. ao substrato para o controle
biolégico de Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi, causador de murcha-vascular em
crisantemo (Dendranthema grandiflora), obtiveram 100% de controle com o isolado UFSMT15.1.
Chagas Junior et al. (2018), ao testar 50 isolados de Trichoderma spp. pelo teste de pareamento de
culturas sobre Fusarium sp., observaram que 41 isolados de Trichoderma spp. inibiram o
crescimento micelial.

O sucesso no uso de organismos antagonistas no controle de doengas esta relacionado ao
conhecimento da ecologia e fisiologia. E necessario saber qual é o nivel de resisténcia suportado

pelo antagonista, como € seu comportamento e crescimento em diferentes substratos, qual sua
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resisténcia a produtos quimicos e como € a relacdo entre patdgeno, hospedeiro e 0 ambiente em
que ambos estdo inseridos (solo, planta, etc.) (MORANDI et al., 2014).

A influéncia de micro-organismos sobre o desenvolvimento das plantas é ampla, incluindo
os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas, crescimento e
produtividade de grdos. A utilizacdo de promotores de crescimento de plantas para 0 aumento de
producdes agricolas e na silvicultura sera provavelmente uma das taticas mais importantes para a
atualidade no mundo. Isso se deve a demanda emergente para a diminui¢do da dependéncia de
fertilizantes minerais e da necessidade para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel
(MACHADO et al., 2012).

A produgéo de inoculantes de baixo custo com microrganismos promotores de crescimento
de plantas € uma alternativa para diminuir os riscos ambientais causados pela utilizacdo inadequada
e, as vezes, excessiva de insumos e agrotoxicos. Os promotores de crescimento das plantas também
contribuem para aumentar a producdo agricola, tornar o produto mais competitivo e diferenciado,
e, ainda, diminuir os custos para o produtor (POMELLA; RIBEIRO, 2009; MACHADO et al.,
2012).

Trichoderma spp. também podem estimular a inducdo de resisténcia sistémica contra
patdégenos, melhorando a parede celular e alterando as reacOes fisiologicas-bioquimicas das
plantas, levando a sintese de compostos relacionados a defesa que se envolvem no mecanismo de
resisténcia (CHRISTOPHER et al., 2010). Segundo Choudhary et al. (2007), a inducdo de
resisténcia pode ser considerada um estado fisiol6gico que aumenta a capacidade de defesa ativada
por estimulos especificos, onde a defesa natural vegetal é potencializada contra desafios bioticos.
A possibilidade da ativacdo dos genes responsaveis por esses mecanismos de resisténcia criou
oportunidades para os estudos evolvendo a inducdo de resisténcia em plantas (PASCHOLATI;
DALIO, 2018).

Khaledi e Taheri (2016) realizaram estudos para averiguar o controle de Macrophomina
phaseolina em plantas de soja (Glycine max). Os resultados de casa-de-vegetacdo mostraram que
o tratamento de sementes com Trichoderma sp. foi eficaz em reduzir a severidade da doenca e que,
apesar de ter sido verificado efeito direto dos isolados de T. harzianum sobre M. phaseolina, o
aumento no contetdo fendlico e na atividade da peroxidase sugerem que parte do controle pode

estar relacionado a inducdo de resisténcia.
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Silva et al. (2012), ao aplicarem diferentes espécies de Trichoderma no solo, observaram
que promoveram a ativacdo da resisténcia sisttmica em pepineiro (Cucumis sativus) contra a
antracnose (Colletotrichum lagenarium) pelo aumento da atividade enzimatica das plantas,
respondendo ao ataque patogénico na parte aérea. Muthukumar et al. (2011) também verificaram
a inducéo de resisténcia por T. viride contra o tombamento de plantulas de pimenta (Capsicum
annum), ocasionada pelo patdgeno de solo Pythium aphanidermatum.

Desse modo, Trichoderma contribui em incremento no crescimento das plantas, na
resisténcia as doencas e na tolerancia aos estresses abioticos, além de possuir habilidade de crescer
dentro e fora das raizes, provocando uma resposta sistémica que a planta é capaz de ativar na

presenca de estresses bidticos e abidticos (RUBIO et al., 2014).
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3 CAPITULO I - Trichoderma spp. NO BIOCONTROLE in vitro DE Fusarium oxysporum
E Fusarium solani

Resumo: Fusarium oxysporum e Fusarium solani sdo patdgenos causadores da podridao-de-raizes
em erva-mate e ainda ndo existe uma forma eficaz de controle. Devido as caracteristicas desses
patdgenos, o controle biologico pode ser uma medida promissora de manejo. O objetivo deste
trabalho foi isolar, identificar e caracterizar Trichoderma spp. associados a rizosfera de Ilex
paraguariensis, bem como avaliar a acdo desses isolados no controle in vitro de Fusarium
oxysporum e Fusarium solani, agentes causais da podriddo-de-raizes. Fungos do género
Trichoderma spp. foram isolados do solo por meio da técnica de diluicdo seriada, apos foram
identificados molecularmente, utilizando a regido espacador transcrito interno (ITS), o fator de
elongacdo (TEF-la), o segmento do gene da RNA polimerase II subunidade 2 (RPB2) e,
posteriormente, os mesmos foram caracterizados morfologicamente. A acdo antagbnica dos
isolados de Trichoderma spp. obtidos do solo rizosférico foi avaliada por meio do pareamento de
culturas e pela técnica de metabdlitos volateis sobre F. oxysporum e F. solani. Os isolados obtidos
do solo foram identificados molecularmente como pertencentes as espécies T. asperelloides, T.
hamatum e T. koningiopsis. Os isolados testados diminuiram o crescimento micelial de F.
oxysporum (I6AR2) e F. solani (IBAR1) no teste de pareamento de culturas, com inibicao entre
13,59% (I6AR2 x AJIl) e 30,17% (I8AR1 x AVRIII), bem como por metabolitos volateis com
variacdo de 28,32% (I6AR2 x PVZII) a 57,71% (I8AR1 x AJll). Com isso, pdde-se observar que
os isolados de Trichoderma spp. apresentaram resultados positivos na acdo antagonista in vitro
contra F. oxysporum e F. solani, demonstrando potencial para o controle dos patdgenos causadores
de podridao-de-raizes em erva-mate.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Pareamento de culturas. Metabdlitos volateis.

Trichoderma spp. IN THE in vitro BIOCONTROL OF Fusarium oxysporum AND Fusarium
solani

Abstract: Fusarium oxysporum and Fusarium solani are pathogens that cause root rot in different
species and for this disease in yerba mate, there is still no effective way to control it. Due to the
characteristics of these pathogens, biological control can be a promising management measure. The
objective of this work was to identify and characterize Trichoderma spp. associated with the
rhizosphere of llex paraguariensis, as well as evaluating the action of these isolates in the in vitro
control of Fusarium oxysporum and Fusarium solani, causal agents of root rot. Fungi of the genus
Trichoderma spp. were isolated from soil using the serial dilution technique, then molecularly
identified using the internal transcribed spacer region (ITS), elongation factor (TEF-1a) and RNA
polymerase Il subunit 2 (RPB2) gene segment and, later they were characterized morphologically.
The antagonistic action of two Trichoderma spp. obtained from rhizospheric soil was evaluated by
pairing cultures and by the technique of volatile metabolites on F. oxysporum and F. solani. The
isolates obtained from the soil were molecularly identified as belonging to the species T.
asperelloides, T. hamatum and T. koningiopsis. The tested isolates decreased the mycelial growth
of F. oxysporum (I6AR2) and F. solani (IBAR1) in the culture pairing test, with inhibition between
13.59% (I6AR2 x AJII) and 30.17% (I8AR1 x AVRIII), as well as by volatile metabolites ranging
from 28.32% (I6AR2 x PVZII) to 57.71% (I8AR1 x AJll). Thus, it can be seen that the isolates of
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Trichoderma spp. showed positive results in the antagonist action in vitro against F. oxysporum
and F. solani, demonstrating potential for the control of pathogens causing root rot in yerba mate.

Keywords: llex paraguariensis. Crop pairing. VVolatile metabolites.

3.1 INTRODUCAO

Ilex paraguariensis A. St.-Hil, conhecida popularmente como erva-mate, pertence a familia
Aquifoliaceae, nativa do Paraguai, Brasil e Argentina, paises considerados como 0s Unicos
produtores mundiais dessa espécie (RESENDE et al., 2000), compreendendo, entre os trés paises,
aproximadamente 540.000 km? de area de ocorréncia natural (ANDRADE, 1999). A area brasileira
corresponde a 450.000 km?, representando cerca de 5% do territorio nacional e 3% da América do
Sul (ROTTA,; OLIVEIRA, 2007). No Brasil, estima-se que atualmente existem mais de 700 mil ha
destinados ao cultivo da erva-mate, distribuidos em aproximadamente 480 municipios e com 180
mil propriedades. Grande parte da area cultivada se concentra na regido Sul do pais (MEDRADO;
VILCAHUAMAN, 2014).

Devido a importancia econdmica e ao aumento das areas de cultivo da erva-mate, o nimero
de doencas relatadas para a cultura aumentou nos dltimos anos, sobretudo as de origem fungica.
Essas doencgas causam sérios danos a cultura, com reducdo da produtividade, da qualidade do
produto final e até mesmo a morte das plantas nos ervais. Entre as doencas relatadas esta a
podriddo-de-raizes causada por Fusarium spp., tendo como sintomas principais a ocorréncia de
necroses localizadas que logo evoluem para todas as raizes. Nas mudas, a morte acontece alguns
dias depois de aparecerem os sintomas, atacando as plantulas na sementeira ou mudas j& nas
embalagens (POLETTO et al., 2006; POLETTO et al., 2007). Varias espécies de Fusarium spp.
causam podridao-de-raizes em ervais como, por exemplo, F. oxysporum, F. solani, F.
decemcellulare, F. tabacinum e F. tricinctum identificadas por Poletto et al. (2006) em plantas
adultas na regido do Vale do Taquari. Segundo esses autores, todas as espécies foram patogénicas
quando inoculadas em plantas de erva-mate e F. oxysporum e F. solani foram os fungos mais
comuns.

O controle de fungos do género Fusarium com fungicidas quimicos é dificil de ser obtido,
por eles serem habitantes nativos do solo e apresentarem comportamento cosmopolita

(GRIGOLETTI; AUER, 1996). Além disso, 0 uso de fungicidas pode causar prejuizos como a
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contaminacdo ambiental, o desequilibrio da biota natural do solo e 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 bioldgico 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 adaptacéo a esse ambiente (SANCHEZ et al., 2019), inibindo diretamente
as estruturas fungicas do patdégeno ou colonizando as superficies radiculares e o solo rizosférico,
aumentando o crescimento da planta pela disponibilidade de nutrientes, tornando-a menos
suscetivel a doengas (CHEN et al., 2016). Além disso, fungos do género Trichoderma spp.
destacam-se por atuarem de diversas formas sobre o patégeno, e também por possuirem
mecanismos que auxiliam na promocdo do crescimento das plantas (CHAGAS et al., 2017;
MILANESI et al., 2013).

No controle bioldgico, € necessario que se tenha conhecimento prévio acerca dos
antagonistas e da sua forma de acéo sobre 0s patdgenos envolvidos, para que se estabeleca métodos
de controle ou de prevencdo de quaisquer doencas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi isolar,
identificar e caracterizar Trichoderma spp. associados a rizosfera de llex paraguariensis, bem
como avaliar a agdo desses isolados no controle in vitro de Fusarium oxysporum e Fusarium solani,

agentes causais da podriddo-de-raizes.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de realizacdo dos experimentos e origem dos isolados fungicos

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia Elocy Minussi, pertencente
ao Departamento de Defesa Fitossanitaria (DCF), Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

Os isolados de Fusarium spp. utilizados neste estudo (Tabela 1) estavam armazenados na
colecdo de culturas na Micoteca do Laboratdrio de Fitopatologia Elocy Minussi. Eles encontram-
se identificados em nivel de espécie através de analise molecular e conservados em tubos eppendorf

contendo agua destilada e esterilizada. Tais isolados foram obtidos de raizes de plantas adultas de
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erva-mate com sintomas de podriddo-de-raizes, de plantios localizados no municipio de llépolis,
Rio Grande do Sul (MEZZOMO et al., 2018).

Tabela 1 - Isolado, espécie, data da coleta, municipio, estado, coordenadas e codigo do Genbank
e SisGen dos isolados patogénicos que serdo utilizados

Datada  Municipio/  Coordenadas Numero de Numero do

Isolado Espécie acesso no cadastro do
coleta Estado (GMS) GenBank SisGen
Fusarium . L. 28°53'58,1" S
I6AR2 oXysporum jan/15  llépolis - RS 52°04'48,0" W MF318446 AEOQ50F7
Fusarium . L 28°55'48,6" S
ISAR1 solani jan/15 l16polis - RS 52°10'40,1" W MF318442 AEOQ50F7

Fonte: Autores.

Para obtencdo dos isolados de Trichoderma spp., foram coletadas amostras de solo
rizosférico de plantas adultas de erva-mate localizadas em diferentes municipios do Rio Grande do
Sul (Tabela 2). Todos os locais de coleta foram georreferenciados com o auxilio de um GPS (Global
Positioning System).

As amostras de solo rizosférico coletadas foram devidamente identificadas, de acordo com
0 municipio e local de coleta, e encaminhadas para o Laboratorio. Posteriormente, foram realizadas
diluicBes seriais e, para tanto, utilizadas 10 g de solo de cada amostra, diluidas em 90 mL de agua
destilada e esterilizada acrescida de duas gotas do emulsificante Tween 80®. A suspensdo foi
agitada por trés minutos em agitador magnético e, dessa suspensdo, foram realizadas dilui¢cdes
seriais até a diluicdo 10°. De cada uma das diluicdes, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL™
distribuida em seis placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)
acrescido com 0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio. As placas foram colocadas em camara
de incubacdo, do tipo BOD por sete dias com temperatura de 25 °C (+ 2 °C) e fotoperiodo de 12 h.
Transcorrido o periodo de incubacdo, pequenas por¢fes do micélio foram observadas em
microscopio Optico para verificagdo da presenca de estruturas morfolégicas do género
Trichoderma. Em caso positivo, estruturas do fungo foram transferidas para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA sob as mesmas condi¢fes de incubacdo descritas acima
(ALFENAS; MAFIA 2007). Apbs sete dias de crescimento, os isolados foram purificados
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conforme a técnica de cultura monospérica (FERNANDES, 1993), para manutencdo das

caracteristicas antagbnicas dos fungos para posterior utilizacéo.

Tabela 2 - Isolado, data de coleta, municipio, estado, coordenadas geogréficas e codigo do
SisGen dos isolados de Trichoderma spp. obtidos de solo rizosférico de plantios de erva-mate

Namero de

Isolado  Datade Coleta  Municipio/ Estado  Coordenadas (GMS) cadastro do
SisGen

ACI 12/03/2020 Anta Gorda / RS 52§°o§f§g(?\/sv AEQ00C37

Alll 12/03/2020 Anta Gorda/ RS 5zf°055974?§25\/sv AEQ00C37

AVRIIl  12/03/2020  AntaGorda/RS v AE00C37

M 12/03/2020 l6polis / RS g AE00C37

IMDI 12/03/2020 [16polis / RS 5228:059555(?\/8\/ AEQ00C37

PNII 12/03/2020 Putinga / RS 5228:151857423\/8\/ AEQ00C37

PVZII 12/03/2020 Putinga / RS 5228:151995(?61\/8\/ AEQ00C37

Fonte: Autores.

3.2.2 Identificagcdo molecular dos isolados de Trichoderma spp.

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada na Unidade Laboratorial de Referéncia
em Biologia Molecular Aplicada (ULRBMA\) pertencente ao Instituto Biologico localizado em Séo
Paulo/SP. A extracdo do DNA dos isolados foi realizada de acordo com metodo CTAB (brometo
de cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle e Doyle (1987) a partir do micélio do fungo cultivado
em meio BDA e triturado em microtubos com auxilio de pistilo de plastico. O DNA gendmico foi
submetido a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificacdo da regido ITS (Internal

Transcribed Spacer) localizada entre os genes codificadores dos RNAs ribossomais 18S e 28S, de
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segmento do gene codificador do fator de elongacdo da tradugdo la (EF) e segmento do gene da
RNA polimerase Il subunidade 2. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS foram ITS1
(5> - TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3’) e ITS4 (5> — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3°)
(WHITE et al, 1990), para o fator de elongacdo foram tef71F (5° -
CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC - 3%) e tef997R (5 -
CAGTACCGGCRGCRATRATSAG - 3’) (SHOUKOUHI; BISSETT, 2008) ¢ para a RNA
polimerase foram RPB2-5F2 (5 - GGGGWGAYCAGAAGAAGGC - 3’) (SUNG et al., 2007) e
RPB2-7¢cR (5> — CCCATRGCTTGYTTRCCCAT - 3°) (LIU et al., 1999). A PCR foi realizada
empregando-se os primers na concentracdo final de 0,2 uM, dNTPS a 0,2 mM, 1U da enzima
GoTaq Green (Promega), em volume final de 50 puL. O programa utilizado tanto para ITS quanto
para EF foi: desnaturacéo inicial a 94 °C/2 min, 40 ciclos de 94 °C/30 s — 54 °C/30 s — 72 °C/40 s,
extensdo final a 72 °C/4 min. A verificacdo dos produtos amplificados foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.

Os produtos amplificados foram purificados através de precipitacdo com polietilenoglicol
(SCHMITZ; RIESNER, 2006), submetidos a reacdo de sequenciamento pelo método de terminacao
de cadeia empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados em
sequenciador capilar automatico 3500 xL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de espécimes identificados por
especialistas depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information —

www.nchi.nlm.nih), por meios da ferramenta Blastn.

3.2.3 Caracterizagdo morfoldgica dos isolados de Trichoderma spp.

As culturas puras de Trichoderma spp. foram primeiramente transferidas para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA e mantidas a 25 °C (x 2 °C) com fotoperiodo de 12 h durante
sete dias. Posteriormente, discos de aproximadamente 8 mm de didmetro foram retirados das
bordas das colbnias e transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio BDA. Em
seguida, as placas foram incubadas a 25 °C (+ 2 °C) com fotoperiodo de 12 h. O crescimento
micelial de cada isolado foi avaliado através da mensuracédo diéria das col6nias, com auxilio de um
paquimetro digital. Foram realizadas medidas em sentidos diametralmente opostos até que um dos

isolados preencheu a superficie do meio de cultura. Posteriormente, foi determinada a média de
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crescimento para cada placa (mm/dia). Esses dados foram utilizados para o célculo do IVCM
(Indice de Velocidade de Crescimento Micelial) do fungo, empregando-se a formula de Maguire
(1962), adaptada por Oliveira (1991):

IVCM= Y ((D-Da)/N), em que: (1)

IVCM = indice de velocidade de crescimento Micelial.
D = diametro médio atual da colénia.

Da = didmetro médio da col6nia do dia anterior.

N = ndmero de dias apds a transferéncia.

As leituras foram realizadas ap6s 24 h de instalacdo do experimento, até trés dias apos a
instalagdo, que correspondeu a colonizacdo total da superficie do meio de cultura. Para
determinacéo do diametro da colonia (mm) foram aproveitadas as mesmas medidas anteriores.

A avaliacdo da coloracgéo das colbnias dos isolados foi realizada apds sete dias de incubacao
das culturas puras em meio BDA a 25 °C (z 2 °C) e fotoperiodo de 12 h. Foram observadas as faces
superiores das placas. A cor foi determinada com auxilio da cartilha de cores de Munsell Color
(2009).

Para avaliacdo da esporulacdo, foi realizada a suspenséo de esporos de cada isolado, através
da adicdo de 10 mL de agua destilada esterilizada em cada placa. Apds fez-se a raspagem das
col6nias com auxilio da alca de Drigalski e peneiramento em camada dupla de gaze. Na suspenséo
resultante foi adicionado Tween 80® e, logo apos, foi realizada a estimativa da concentragdo de
conidios (conidios mL™t), com auxilio da cAmara de Neubauer. Para a caracterizacio de conidios,
foram confeccionadas laminas com uma suspensdo de conidios em agua destilada esterilizada. A
medicao foi realizada em microscépio Optico, com micrdmetro acoplado, na ocular de 40x. Para

cada isolado foram caracterizados 60 conidios por meio da mensuragéo da largura e comprimento.



34

3.2.4 Teste de pareamento de culturas

O antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. contra os isolados de Fusarium spp. foi
avaliado por meio de confronto direto. Para cada tratamento foram utilizadas seis repeti¢6es, onde
cada repeticdo foi composta por uma placa de Petri de 90 mm.

Os isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA, armazenadas em camara de incubacao, do tipo BOD, a 25 °C (+ 2
°C), com fotoperiodo de 12 h durante sete dias. Posteriormente, foram transferidos para placas de
Petri (90 mm de diametro) a 0,5 cm da extremidade, contendo meio de cultura BDA, um disco de
micélio de 8 mm de didmetro retirados das bordas das colénias de Fusarium spp. As placas foram
vedadas e incubadas a 25 °C (£ 2 °C) durante 48 h. Apds esse periodo, foram acrescentados discos
de micélio (8 mm de didmetro) de Trichoderma spp. na extremidade oposta das placas com o0s
isolados de Fusarium spp., exceto no tratamento testemunha, no qual foi acrescentado apenas o
patégeno em uma das extremidades da placa. Novamente, as placas foram vedadas e transferidas
para camara de incubacdo a 25 °C (z 2 °C) com fotoperiodo de 12 h, por sete dias.

Durante o tempo de incubacéo, foram realizadas medicdes diarias do diametro das colonias
dos isolados de Fusarium spp., com auxilio de um paquimetro digital. O percentual de inibicéo
médio do crescimento micelial foi calculado ao final do teste, conforme o método proposto por
Jeyaseelan et al. (2012), através do calculo:

% inibicdo = [(R1 — R2)/R1] x 100, em que: (2)

% inibigdo = porcentagem de inibicéo.
R1 = crescimento radial da testemunha.

R2 = crescimento radial do tratamento.

Para avaliagédo do potencial de biocontrole de Trichoderma spp. sobre Fusarium spp. foram
adotadas duas escalas de notas. Uma delas, seguindo a escala de Bell et al. (1982) que se baseia na
observacdo visual, atribuindo notas de 1 a 5, e outra seguindo a escala de Rodrigues (2010), que

atribui notas variando de 1 a 7 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Escalas de notas a serem utilizadas no teste de pareamento de culturas

Notas Escala de avalicao proposta por Bell et al. (1982)

1 Antagonista cresce e ocupa toda a placa.

2 Antagonista cresce e ocupa uma parte do patégeno (2/3 da placa).

3 Antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa (nenhum domina o outro).
4 Patdgeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa).

5 Patdgeno cresce e ocupa toda a placa.

Notas Escala de avaliacédo proposta por Rodrigues (2010)

1 Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco o patdgeno.

5 Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém ndo sobrepde-se sobre o disco do
patdgeno.

3 Antagonista cresce sobre 3/4 da placa.

4 Antagonista cresce sobre 2/3 da placa.

5 Antagonista e patdgeno crescem até a metade da placa.
6 Patogeno cresce sobre 2/3 da placa.

7 Patdgeno cresce por toda a placa de Petri.

Fonte: Autores.

3.2.5 Teste de metabdlitos volateis

Para avaliacdo do potencial inibidor de metabdlitos volateis produzidos por Trichoderma
spp. sobre Fusarium oxysporum (I6AR2) e Fusarium solani (IBAR1), foram realizados ensaios

baseados na metodologia descrita por El-Hasan et al. (2018), com adaptagdes. Foram utilizadas
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seis repetiges para cada tratamento, sendo cada repeti¢do constituida pela unido de duas bases de
placas de Petri.

Primeiramente, foi transferido um disco de meio de cultura de 8 mm de didmetro contendo
micélio de Trichoderma spp. no centro das placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo meio de
cultura BDA. As placas foram vedadas e mantidas por sete dias em camara de incubagdo a 25 °C
(£ 2°C) com fotoperiodo de 12 h. Decorrido esse periodo de incubacao, foi realizada a transferéncia
dos isolados de F. oxysporum (I6AR2) e F. solani (IBAR1) no centro de novas placas de Petri, com
as mesmas dimensfes e também contendo meio de cultura BDA. Posteriormente, as placas
contendo os antagonistas foram sobrepostas as de Fusarium spp. e unidas com parafilme,
impedindo a saida dos metabolitos volateis. As bases foram sobrepostas e armazenadas de maneira
que as placas contendo o antagonista permanecessem na face inferior. As placas foram entdo
transferidas para cdmara de incubacdo sob as condicGes de temperatura e fotoperiodo citadas
anteriormente por sete dias. Como testemunha, foi sobreposta uma base contendo o patégeno e

outra contendo apenas meio BDA.

3.2.6 Procedimento estatistico

Para os testem em placa contra os fungos do género Fusarium, o delineamento utilizado foi
o0 inteiramente casualizado (DIC), com seis repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma
placa de Petri de 90 mm de didmetro. Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), usando o programa de analise estatistica
SISVAR (FERREIRA, 2014).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizagdo molecular e morfoldgica dos isolados de Trichoderma spp.

O sequenciamento da regido Internal Transcribed Spacer (ITS) dos isolados de
Trichoderma geraram sequéncias com tamanho variando de 585 a 610 pares de base. O

dendrograma resultante da analise filogenética agrupou os isolados ACI, AVRIIIL, 1JII, PNIII e

PVZII num mesmo clado, juntamente com outras sequéncias de referéncia de Trichoderma
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asperelloides. Para esse clado, o suporte estatistico bootstrap foi de 72% (Figura 1). O isolado AJII
foi alocado em outro clado, juntamente com sequéncia de Trichoderma hamatum e o isolado de
IMDI foi alocado no clado de Trichoderma koningiopsis. O suporte estatistico bootstrap foi de
68% e 96%, respectivamente (Figura 1). Com a realizacdo da analise das sequéncias ITS, néo foi
possivel definir com seguranga as espécies de Trichoderma obtidas neste estudo. Geralmente,
suportes estatisticos abaixo de 90% diminuem a confiabilidade da anélise e impedem a definicéo
precisa de espécies fungicas, necessitando a complementacédo da analise com o sequenciamento de

outras regides genémicas conservadas, aumentando a confiabilidade da analise.

Figura 1 - Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia da regido Internal transcribed spacer
(ITS), dos isolados de Trichoderma spp., obtidos de solo rizosférico de plantios de erva-mate (llex
paraguariensis), mostrando as relacdes filogenéticas entre espécies de acordo com o método
estatistico “Maximum Likelihood”, com o modelo Kimura 2-parameter. Os nimeros sobre 0s
ramos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap na qual as repeti¢cbes foram
observadas (1000 repetigdes)
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Fonte: Autores.

O sequenciamento do gene parcial Fator de elongagédo (tefl- a) gerou sequéncias com

aproximadamente de 835 pares de base. O dendrograma resultante da analise filogenética agrupou
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os isolados ACI, AVRIIIL, UII, PNII e PVZII em um mesmo clado, contendo sequéncias de
referéncia de Trichoderma asperelloides (Figura 2). O suporte estatistico bootstrap para esse clado
foi de 100%. O isolado AJII foi alocado no clado Trichoderma hamatum, e o isolado IMDI foi
alocado no clado de Trichoderma koningiopsis. Ambos tiveram suporte de bootstrap de 100%

(Figura 2).

Figura 2 - Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia do gene parcial fator de elongagéo (tef1-
a), dos isolados de Trichoderma spp., obtidos de solo rizosférico de plantios de erva-mate (llex
paraguariensis), mostrando as relagdes filogenéticas entre espécies de acordo com o metodo
estatistico “Maximum Likelihood”, com o modelo Kimura 2-parameter. Os nimeros sobre 0s
ramos indicam a porcentagem de repeti¢cGes da andlise de bootstrap na qual as repeticdes foram
observadas (1000 repeticdes)
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Fonte: Autores.
O sequenciamento do gene parcial RNA polimerase subunidade 11 (RPB2), gerou
sequéncias com aproximadamente 850 pares de base. Observou-se no dendrograma filogenético
que os isolados ACI, AVRIIIL, 1311, PNIII e PVZII foram alocados no mesmo clado contendo

sequéncias de Trichoderma asperelloides (Figura 3). O suporte estatistico bootstrap para esse clado
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foi de 99%. Ja o isolado AJlI foi alocado no clado de Trichoderma hamatum, e o isolado de IMDI
foi alocado no clado de Trichoderma koningiopsis, ambos com suporte de bootstrap de 100 e 99%,
respectivamente (Figura 3).

A realizacdo da analise filogenética poligénica a partir do sequenciamento de uma regido
do RNA ribossomal (ITS) e mais dois genes parciais do DNA nuclear (RPB2 e tefl- a), permitiu a
identificaclo precisa das espécies T. asperelloides T. hamatum e T. koningiopsis, obtidas neste

estudo.

Figura 3 - Arvore filogenética obtida a partir da sequéncia do gene parcial RNA polimerase
subunidade Il (RPB2), dos isolados de Trichoderma spp., obtidos de solo rizosférico de plantios
de erva-mate (llex paraguariensis), mostrando as relac6es filogenéticas entre espécies de acordo
com o método estatistico “Maximum Likelihood”, com 0 modelo Kimura 2-parameter. Os nimeros
sobre os ramos indicam a porcentagem de repetices da analise de bootstrap na qual as repeticdes
foram observadas (1000 repeti¢des)
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Fonte: Autores.
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Avaliando os dados referentes a caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Trichoderma
spp., verifica-se que houve diferenca estatistica entre os isolados de Trichoderma asperelloides,
sendo que o isolado ACI obteve a melhor média com esporulagéo igual a 2,19x108 esporos mL™,
diferenciando estatisticamente dos demais isolados da mesma espécie AVRII, I, PNIII e PVZII
que alcancaram valores de 3,08x107, 7,02x10, 4,26x10" e 6,40x10’, respectivamente (Tabela 4).

Para a variavel didmetro final das col6nias, as maiores médias foram de 87,51, 89,87 e
89,29 mm, para os isolados AVRII, IMDI e PNIII, respectivamente. No entanto, os isolados PNIII
e AVRIII ndo diferiram estatisticamente do isolado AJIl com média igual a 86,77. O isolado IMDI
também obteve o maior indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) com média igual a
19,67 mm dia!, diferenciando-se estatisticamente dos demais isolados analisados. Sharma e Singh
(2014), ao caracterizarem e estimarem a variabilidade morfoldgica entre trinta isolados de
Trichoderma spp. coletados da rizosfera de diferentes culturas, mostraram que todos os isolados
atingiram diametros variando de 42,5 a 56,5 mm apds 72 h a 25 °C. Ja Krahn (2017), analisando
12 isolados de Trichoderma spp., observou que o didmetro final das colonias ao final de sete dias
apresentou medias variando entre 73,72 e 77,7 mm. Assim, pode-se afirmar que o crescimento
micelial de isolados de Trichoderma spp. apresenta padrdes especificos para cada isolado. O maior
crescimento micelial ndo determina maior esporulacdo dos isolados fungicos e a resposta dos
isolados aos fatores analisados foram independentes quando comparados as mesmas espécies nos
diferentes estudos.

Os isolados PVZII e IMDI apresentaram menores valores de comprimento dos conidios,
3,27 e 3,34 um respectivamente, enquanto que o isolado AVRIII apresentou maior média, com
4,29 um. Esses resultados corroboram com estudo de Anees et al. (2010) que, ao caracterizarem
16 isolados de Trichoderma spp., observaram que 0s conidios apresentaram medidas médias

semelhantes as encontradas neste estudo.
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Tabela 4 - Caracteristicas morfoldgicas de isolados de Trichoderma spp. cultivados em meio

BDA
Conidio
Isolado (espolrzgsp m L) (Irang) (n:r\n/.célli\g'l) Comp. Larg. Coloragao da colonia
(um)  (um)

ACI 2,19x108 a* 86,00 cd 15,66 d 3,70c 3,13ab  Verde acinzentado

Alll 9,63x10%c 86,77bc 16,34 cd 359¢c 2,95bc Branco
AVRIII  308x107bc  87,51abc  17,32bc  429a 321a gs'cgfdgfgg

1311 7,02x10" b 85,85 cd 15,96 d 399b 336a Verde claro

IMDI 3,33x10°¢c 89,87 a 19,67 a 334d 271c Branco
PNIII 4,26x10" be 89,29 ab 17,78 b 3,60c 2,93hbc Verde amarelado
PVZII 6,40x10" b 83,32d 15,75d 327d 280c Verde amarelado
CV (%) 50,76 1,87 3,30 3,65 4,62 -

Fonte: Autores.

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Esp.: Esporulacio aos sete dias; D. C.: Diametro da coldnia; IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial;
Comp.: comprimento; Larg.: largura; Mic. Aéreo: Micélio Aéreo. CV= Coeficiente de Variag&o.

ACI, AVRIIL, LI, PNIT e PVZIL: T. asperelloides; AJIl: T. hamatum e IMDI: T. koningiopsis.

Os isolados caracterizados no presente trabalho apresentaram coloracdo verde acinzentado
a verde amarelado (Figura 4). Segundo Saito et al. (2011), a cloracdo da coldnia é influenciada pela
guantidade de conidios, podendo variar entre tons de verde, as vezes muito claro. De acordo com
Gams e Bisset (1998), a maioria das espécies de Trichoderma apresentam coldnias formadas por
massas de micélio com aparéncia flocosa, de coloracdo branca (cor gelo) nos primeiros dias,

substituindo por tons verdes ao longo dos dias e em alguns casos tons amarelados.
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Figura 4 - Isolados de Trichoderma spp. aos sete dias de incubacdo em meio BDA

Fonte: Autores.

ACI, AVRIIIL, I, PNII e PVZII: Trichoderma asperelloides; AJll: Trichoderma hamatum e IMDI: Trichoderma
koningiopsis.

Segundo Milan et al. (2015), as caracteristicas dos isolados de Trichoderma estdo mais
associadas a natureza do microrganismo do que as condicGes a que os conidios estdo submetidos.
Porém, embora pertencendo a mesma espécie, Sdnchez Ldpez et al. (2012) salientam que algumas
caracteristicas sdo especificas de cada isolado, dependendo do seu habitat natural e das condigdes
a que estavam submetidos.

Samuels et al. (2006) relatam que o odor de col6nias é de uso limitado para identificacéo,
mas que para Trichoderma spp. o odor de coco é caracteristico no meio BDA, causado pelo

antibiotico antifungico 6-pentil-a-pirona, € tipico para algumas especies. No presente estudo, as
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colo6nias dos sete isolados de Trichoderma spp. avaliadas, apresentaram cheiro de coco conforme
o relatado pelo autor citado.

3.3.2 Teste de pareamento de culturas

No pareamento de culturas houve interacéo significativa entre os fatores (Trichoderma spp.
x Fusarium spp.) (Tabela 5). Todos os isolados de Trichoderma spp. reduziram o crescimento
micelial diferindo estatisticamente da testemunha com 63,15 e 56,97 mm para I6AR2 e I8AR2,
respectivamente. Para o isolado de Fusarium oxysporum (I6AR2), os isolados de Trichoderma spp.
que foram mais eficientes foram AVRIII, IMDI e PVZIIl. No entanto, AVRII e PVZII ndo
diferenciam estatisticamente dos demais isolados de Trichoderma spp. Para o isolado de Fusarium
solani (IBAR1), os isolados de Trichoderma spp. mais eficientes foram ACI, AVRII e IMDI, porém
os isolados ACI e IMDI néo diferenciam estatisticamente dos isolados 1J11 e PNIII. Sendo assim,
esses foram os antagonistas que obtiveram os menores valores referente ao crescimento micelial e,
consequentemente, sdo os isolados que obtiveram maior percentagem de inibicdo, em que AVRII,
IMDI e PVZII obtiveram as maiores percentagens de inibicdo sobre Fusarium oxysporum (I6AR2).
No entanto, AVRII e PVZII ndo diferenciam estatisticamente dos demais isolados de Trichoderma
spp. e para Fusarium solani (IBAR1) as maiores inibicdes foram para ACI, AVRII e IMDI,
respectivamente, diferenciando estatisticamente dos isolados AJll e PVZII que obtiveram as
menores médias.

Em relacdo a andlise entre os isolados de Fusarium spp., observa-se que todos os isolados
de Trichoderma spp., com exce¢édo do AJll, obtiveram uma maior reducdo no crescimento micelial
quando confrontado com Fusarium solani (IBAR1). Isso pode ocorrer devido ao fato de IBAR1
apresentar um crescimento mais lento, beneficiando o crescimento dos isolados de Trichoderma
Spp. N0 meio, que muitas vezes crescem sobre 0 patégeno.

Utilizando a técnica de pareamento de culturas para avaliar a agdo antagonista in vitro de
Trichoderma spp. no controle de Fusarium spp., Krahn (2017), verificou-se que todos os isolados
de Fusarium spp. apresentaram reducdo no crescimento micelial, variando de 18,84 a 29,92 mm.
De S et al. (2019), utilizando a mesma técnica para avaliar a acdo antagonista de bactérias do
género Bacillus e do fungo Trichoderma sp. no controle de Fusarium sp. responsavel por danos

em plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), obtiveram resultados satisfatorios de reducdo do
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crescimento micelial do patégeno em 56 mm quando pareado com Trichoderma sp. Esees
resultados corroboram com os encontrados no presente estudo, tendo em vista que os isolados de
Trichoderma spp. reduziram o crescimento micelial do patdégeno (Fusarium spp.).

Diversas espécies de Trichoderma sdo utilizadas no ambito das pesquisas cientificas que
visam tecnologias limpas para 0 manejo fitopatdgenos e a agdo de controle pode ocorrer por
diferentes mecanismos como competicdo, antibiose ou micoparasitismo (RAJESH et al., 2016).
Alguns autores relatam a efetividade da utilizacdo de Trichoderma spp. como antagonista, atraves
da inibicdo do crescimento micelial de patdgenos. Os estudos realizados por Medeiros et al. (2020),
por exemplo, avaliaram o crescimento micelial de T. viride, T. harzianum, T. asperellum e
Trichoderma spp. sobre F. moniliforme no teste de pareamento de culturas, obtiveram resultados

que variaram de 9,86, a 28,44 mm.

Tabela 5 - Crescimento micelial, percentual de inibicdo do teste de pareamento de culturas in
vitro de Fusarium spp. sobre Trichoderma spp. em meio BDA

Fusarium spp.

Trichoderma spp. Crescimento (mm) Inibicéo (%)

I6AR2 ISAR1 I6AR2 ISAR1
ACI 53,80 Ab* 40,72 Bde 14,80 Bb 28,52 Aabc
AJlI 54,57 Ab 47,46 Bb 13,59 Ab 16,70 Ae
AVRIII 51,95 Abc 39,78 Be 17,74 Bab 30,17 Aa
111 53,77 Ab 43,79 Bed 14,85 Bb 23,13 Acd
IMDI 48,84 Ac 40,52 Bde 22,67 Ba 28,88 Aab
PNIII 52,56 Ab 43,49 Bed 16,78 Bb 23,67 Abcd
PVZII 51,73 Abc 44,42 Bbc 18,08 Bab 22,03 Ade
TESTEMUNHA 63,15 Aa 56,97 Ba - -
CV (%) 4,03 15,28

Fonte: Autores.

* Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de Variagéo.
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ACI, AVRIIIL, 1IN, PNI e PVZII: T. asperelloides; AJII: T. hamatum e IMDI: T. koningiopsis; I6AR2: F. oxysporum;
IBAR1: F. solani.

Para a avaliacdo do potencial de biocontrole dos isolados de Trichoderma spp. sobre
Fusarium spp. utilizando a escala de notas proposta por Rodrigues (2010), observou-se que 0s
isolados foram separados nas classes 2 e 3. O isolado ACI obteve nota 3 em relagéo ao isolado de
Fusarium oxysporum (I6AR2) e nota 2 para o isolado de Fusarium solani (IBAR1). Os isolados
AJll e J11 obtiveram notas 3 para ambos os isolados de Fusarium spp., e os isolados AVRII, IMDI,
PNIII e PVZII obtiveram nota 2 para ambos os isolados Fusarium spp. (Figuras 5 e 6). Essas notas
também foram encontradas por diversos autores ao utilizarem a escala de Rodrigues (2010) para
avaliar o biocontrole de Trichoderma spp. com diferentes patdégenos (DILDEY etal., 2014; SILVA
et al., 2015; NOZAKI et al., 2018).

Ja para a escala de notas proposta por Bell et al. (1982), todos os isolados de Trichoderma
spp. obtiveram notas médias igual a 2,00 para ambos isolados de Fusarium spp. De acordo com 0s
autores, é considerado como um bom potencial antagonista quando se atinge notas com valor médio
<2.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os observados por Silva et
al. (2019), nos quais os autores verificaram que, no geral, os isolados de Trichoderma spp.
obtiveram notas iguais ou inferiores a 2 utilizando a escala de Bell et al. (1982), indicando o
potencial de Trichoderma spp. em competir por espaco e nutrientes com Fusarium subglutinans.
Os resultados também corroboram com os de Junior et al. (2018), que detectaram 22 isolados de

Trichoderma spp. com potencial de biocontrole sobre Rhizoctonia solani.
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Figura 5 - Teste de pareamento de culturas utilizando isolados de Trichoderma spp.
sobre Fusarium oxysporum em meio BDA

AVRIII

Fonte: Autores.

ACI, AVRIIIL, UI1, PNIT e PVZII = T. asperelloides x F. oxysporum (I6AR2); AJll = T. hamatum x F. oxysporum
(I6AR2) e IMDI = T. koningiopsis x F. oxysporum (I6AR2); I6AR2 = Testemunha.

Figura 6 - Teste de pareamento de culturas utilizando isolados de Trichoderma spp. sobre
Fusarium solani em meio BDA

PNIII

Fonte: Autores.

ACI, AVRIIIL, LI, PNIIT e PVZII = T. asperelloides x F. solani (IBAR1); AJIl = T. hamatum x F. solani (I8AR1) e
IMDI =T. koningiopsis x F. solani (I8AR1); IBAR1 = Testemunha.
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3.3.3 Teste de metabholitos volateis

Na acdo dos metabolitos volateis, houve interacdo significativa entre os fatores
(Trichoderma spp. x Fusarium spp.) (Tabela 6). Para o isolado de Fusarium oxysporum (I6AR2),
todos os isolados de Trichoderma spp. reduziram o crescimento micelial diferindo estatisticamente
da testemunha com 69,92 mm. Os isolados de Trichoderma spp. mais eficientes foram o 1JII,
juntamente com AJll e AVRIIL. Poréem, AJll e AVRIII ndo diferenciam estatisticamente de ACl e
PNII. Todos os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes na reducéo do crescimento micelial
do isolado de Fusarium solani (IBAR1), variando de 17,05 a 21,22 mm com exce¢éo do isolado
PVZII que, quando confrontado com Fusarium solani (IBAR1), o patégeno apresentou o maior
crescimento, ndo diferenciando estatisticamente da testemunha. Sendo assim, quanto maior a
velocidade de crescimento micelial do patdgeno, menor a eficiéncia de competicdo do Trichoderma
por espaco e, consequentemente, menor percentual de inibigé&o.

Em relacdo a analise entre os isolados de Fusarium spp., observou-se que todos os isolados
de Trichoderma spp. obtiveram uma maior reducdo no crescimento micelial quando confrontado
com o isolados de Fusarium solani (IBAR1). Isso deve-se ao fato do isolado IBAR1 apresentar um
crescimento mais lento, beneficiando o crescimento dos isolados de Trichoderma spp. no meio.

Quanto a inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum (I6AR2), percebeu-se
que o isolado 1JI1 obteve o maior percentual, diferindo estatisticamente apenas dos isolados IMDI
e PVZII. Para Fusarium solani (IBAR1), todos os isolados obtiveram percentagem de inibicédo
maior que 40%, com excecdo do isolado PVZII que obteve média igual a 21,61%.

Em relacdo a analise entre os isolados de Fusarium spp., observou-se que a maioria dos
isolados ndo diferiram estatisticamente, com excecdo dos isolados AVRIII, IMDI e PNIII que
obtiveram um menor percentual de inibicdo sobre Fusarium oxysporum (I6AR2). Isso deve-se ao
fato do isolado 1I6AR2 apresentar um crescimento mais rapido que o isolado de Fusarium solani

(IBAR1), competindo mais pelo substrato de cultivo frente a alguns dos isolados de Trichoderma
spp.



48

Tabela 6 - Crescimento micelial e percentual de inibicdo do teste de metabdlitos volateis in vitro
de Fusarium spp. sobre Trichoderma spp. em meio BDA

Fusarium spp.

Trichoderma spp. Crescimento (mm) Inibicéo (%)
I6AR2 IBAR1 I6AR2 ISAR1
ACI 41,90 Abc* 20,89 Bb 40,07 Aabc 48,20 Aa
AJll 37,31 Acd 17,05 Bb 46,65 Aab 57,71 Aa
AVRIII 38,88 Acd 17,18 Bb 44,40 Babc 57,40 Aa
1311 33,05 Ad 20,12 Bb 52,74 Aa 50,11 Aa
IMDI 48,91 Ab 21,22 Bb 30,05 Bbc 47,38 Aa
PNIII 44,20 Abc 19,66 Bb 36,78 Babc 51,23 Aa
PVZII 50,12 Ab 31,61 Ba 28,32 Ac 21,61 Ab
TESTEMUNHA 69,92Aa 40,32 Ba - -
CV (%) 11,34 18,72

Fonte: Autores.

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem pelo teste de Kukey a 5%
de probabilidade de erro. CV= Coeficiente de Variagao.

ACI, AVRIIL, I, PNIT e PVZIL: T. asperelloides; AJIl: T. hamatum e IMDI: T. koningiopsis; I6AR2: F. oxysporum;
IBAR1: F. solani.

Utilizando metodologia semelhante, Bezerra et al. (2019) obtiveram reducdo no
crescimento micelial de Fusarium guttiformei, através de metabolitos volateis liberados por
Trichoderma spp., onde os percentuais de inibi¢do promovidos pela a¢do antagdnica variam de
67,30 a 71,66%, mostrando que os isolados dos antagonistas atuam diretamente na inibicdo de
crescimento do agente patogénico por acdo de metabdlitos volateis. Azevedo et al. (2020), testaram
isolados de Trichoderma sp. como antagonista para F. solani e F. oxysporum, e concluiram que os
isolados de Trichoderma sp. foram eficientes competidores e produziram metabolitos capazes de
inibir o crescimento micelial das duas espécies de Fusarium, e que Trichoderma sp. demonstram

uma grande versatilidade nos mecanismos de acéo, principalmente relacionados a producéo de
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compostos organicos volateis. Além disso, os resultados do presente estudo se justificam com a
hipotese levantada por Dennis e Webster (1971), os quais atestam que espécies do género
Trichoderma séo eficazes na producdo de metabdlitos volateis capazes de inibir o crescimento de
muitos microrganismos em meio de cultura.

Nas figuras 7 e 8, e possivel observar o crescimento do patdgeno no teste de metabdlitos

voltaeis.

Figura 7 - Teste de metabdlitos volateis utilizando isolados de Trichoderma spp.
sobre Fusarium oxysporum em meio BDA

IMDI N ) ___16AR2

Fonte: Autores.

ACI, AVRIII, I, PNI e PVZII = T. asperelloides x F. oxysporum (I6AR2); AJll = T. hamatum x F. oxysporum
(16AR2) e IMDI = T. koningiopsis x F. oxysporum (I6AR2); I6AR2 = Testemunha.

Figura 8 - Teste de metabdlitos volateis utilizando isolados de Trichoderma spp.
sobre Fusarium solani em meio BDA

=
IMDI — PVZIl
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Fonte: Autores.
ACI, AVRIIIL, I, PNI e PVZII = T. asperelloides x F. solani (IBAR1); AJIl = T. hamatum x F. solani (I8AR1) e
IMDI =T. koningiopsis X F. solani (IBAR1); IBAR1 = Testemunha.

O isolamento e identificagdo de organismos antagonistas para o controle bioldgico é
importante para a finalidade de obtencdo de isolados com grande potencial para controle de
fitopatdgenos e, consequentemente, reduzir o uso de fungicidas quimicos. Trichoderma spp. é um
dos géneros ja relatados por possuir potencial antagonista em testes in vitro, tanto no pareamento
de culturas como no teste de metabdlitos volateis, sendo esses testes fundamentais para prosseguir

com os estudos in vivo e verificar qual isolado apresenta maior efetividade de controle.

3.4 CONCLUSOES

Foram isolados das amostras de solo rizosférico da erva-mate T. asperelloides, T. hamatum
e T. koningiopsis. Os isolados variaram em relacdo a esporulacdo, a velocidade de crescimento
micelial, ao didmetro da col6nia e ao tamanho de conidios, bem como, a coloracdo da coldnia, que
variou de tons de verde, branco e cinza.

Os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes em controlar o crescimento micelial de
Fusarium oxysporum (I6AR2) e Fusarium solani (IBAR1) tanto no pareamento de culturas como

por metabdlitos volateis.
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4 CAPITULO II - Trichoderma spp. NO BIOCONTROLE in vivo DE Fusarium oxysporum e
Fusarium solani E NO CRESCIMENTO E INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS
DE ERVA-MATE

Resumo: O controle biolégico de doencas de plantas € utilizado como alternativa ao uso de
produtos quimicos ou como complemento a eles, pois além de ndo ser toxico ao meio ambiente e
aos seres vivos, tem se mostrado mais eficiente no manejo de patégenos do solo, como fungos do
género Fusarium spp. Estudos com antagonistas do género Trichoderma spp. vém mostrando
resultados positivos em relagdo ao controle bioldgico e ao crescimento de plantas. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de dois isolados de Trichoderma asperelloides e um
isolado de Trichoderma koningiopsis no controle in vivo de Fusarium oxysporum e Fusarium
solani, bem como a promocao de crescimento e a indugéo de resisténcia em plantas de erva-mate.
Para tanto, foram realizados ensaios conduzidos em casa de vegetacdo. Os isolados de Trichoderma
spp. foram incorporados ao substrato, em forma de suspensao de esporos, em diferentes momentos
em relacdo a aplicacdo das suspensdes dos isolados de Fusarium spp., com excecédo do tratamento
testemunha que néo foi inoculado. Foram avaliadas as seguintes variaveis em folhas: numero total,
clorose, necrose, murcha, amarelecimento e encarquilhamento. Além disso, avaliou-se o
comprimento da parte aérea, didmetro do coleto, comprimento da raiz, massa fresca da parte aerea
e da raiz e massa seca da parte aérea e da raiz. Nas raizes, foram realizadas as seguintes analises
bioquimicas: conteudo de peroxido de hidrogénio, atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e guaiacol peroxidase (POD), concentracdo total de proteinas solGveis e peroxidacdo de
lipidios de membrana. A comparacdo das médias foi pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro, com o software SISVAR. Nos tratamentos, quando se utilizou o biocontrole,
houve a reducdo dos sintomas, aumento do comprimento da parte aérea, diametro do coleto,
comprimento de raizes, maior acimulo de massa fresca da parte aérea e radicular e massa seca da
parte aérea e radicular. As menores atividades da SOD e da POD foram observadas nos tratamentos
submetidos a inoculacdo de Trichoderma spp. e Fusarium spp. no mesmo dia, juntamente com 0s
tratamentos em que Trichoderma spp. foram inoculados 30 dias antes que Fusarium spp. Além
disso, os tratamentos em que Trichoderma spp. foram inoculados 30 dias antes que Fusarium spp.
apresentaram maior conteldo de proteinas solUveis totais. De maneira geral, os tratamentos com
Trichoderma spp., incorporados ao substrato, atuaram promovendo a qualidade das mudas e
diminuiram os sintomas da podriddo de raizes, bem como, induziram a resisténcia e promoveram
0 crescimento das plantas de erva-mate.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Erva-mate. Promocao de crescimento.

Trichoderma spp. ON IN VIVO BIOCONTROL OF Fusarium oxysporum and Fusarium solani
AND ON GROWTH AND RESISTANCE INDUCTION IN YERBAM PLANTS.

Abstract: The biological control of plant diseases is used as an alternative to the use of chemical
products or as a complement to them, as in addition to being non-toxic to the environment and
living beings, it has been shown to be more efficient in the management of soil pathogens, such as
soil fungi. genus Fusarium spp. Studies with antagonists of the genus Trichoderma spp. have
shown positive results in relation to biological control and plant growth. Thus, the objective of this
work was to evaluate the action of two Trichoderma asperelloides isolates and one Trichoderma
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koningiopsis isolate in the in vivo control of Fusarium oxysporum and Fusarium solani, as well as
the promotion of growth and the induction of resistance in weed plants of herb tea. Therefore, tests
were carried out in a greenhouse. Trichoderma spp. were incorporated into the substrate in the form
of a spore suspension at different times in relation to the application of the suspensions of Fusarium
spp. isolates, with the exception of the control treatment, which was not inoculated. The following
variables were evaluated in leaves: total number, chlorosis, necrosis, wilt, yellowing and wrinkling.
In addition, shoot length, stem diameter, root length, shoot and root fresh weight and shoot and
root dry weight were evaluated. In the roots, the following biochemical analyzes were performed:
hydrogen peroxide content, activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and guaiacol
peroxidase (POD), total concentration of soluble proteins and membrane lipid peroxidation. Means
were compared using the Scott-Knott test at 5% probability of error, using the SISVAR software.
In the treatments, when biocontrol was used, there was a reduction in symptoms, increase in shoot
length, stem diameter, root length, greater accumulation of shoot and root fresh mass and shoot and
root dry mass. The lowest activities of SOD and POD were observed in treatments submitted to
inoculation of Trichoderma spp. and Fusarium spp. on the same day, together with treatments in
which Trichoderma spp. were inoculated 30 days before Fusarium spp. Furthermore, treatments in
which Trichoderma spp. were inoculated 30 days before Fusarium spp. had higher content of total
soluble proteins. In general, treatments with Trichoderma spp., incorporated into the substrate,
acted by promoting the quality of the seedlings and decreasing the symptoms of root rot, as well as
induced resistance and promoted the growth of mate plants.

Keywords: Biological control. Mate herb. Growth promotion.

4.1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) é uma espécie pertencente a familia
Aquifoliaceae, possui importancia socioeconémica, principalmente no sul do Brasil e paises
préximos, como Argentina, Paraguai e Uruguai, sendo utilizada na inddstria alimenticia para
producdo de chimarrdo, tereré e cha-mate (SOUZA; LORENZI, 2012). Também é utilizada na
industria farmacéutica, por conter uma variedade de compostos com propriedades neuroprotetivas,
anti-inflamatorias, antioxidantes e diuréticas (LIMA et al., 2014; SOUZA et al., 2015).

As doencas causadas por fungos podem provocar grandes prejuizos e inviabilizar o cultivo
da erva-mate (GOMES et al., 2001; GRIGOLETTI JUNIOR; AUER, 2003). Nos ultimos anos,
com 0 aumento da area plantada, a ocorréncia de pragas e doencas foi intensificada e a podriddo-
de-raizes se tornou um dos principais problemas fitossanitarios encontrados na cultura da erva-
mate (POLETTO et al., 2010).

O género Fusarium é o principal patogeno associado a podriddo-de-raizes que pode ocorrer
tanto em sementeiras, mudas repicadas (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1996), mudas no viveiro e
acometer arvores adultas em ervais (POLETTO et al., 2015). Poletto et al. (2006), ao testar a
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patogenicidade de diferentes espécies de Fusarium spp. isoladas de plantas adultas de erva-mate,
relatou que F. oxysporum e F. solani foram as espécies mais comum quando inoculadas em plantas
de erva-mate.

Fungos do género Fusarium podem sobreviver no solo por longos periodos infectando
plantas, onde o fungo penetra através das raizes, colonizando rapidamente o sistema vascular
(TOFOLI, 2019). O controle de fungos que podem sobreviver no solo era realizado por meio da
fumigacdo com produtos quimicos. Contudo, devido a pouca eficiéncia desse procedimento e as
preocupacOes relacionadas a seguranca alimentar, bem como a poluicdo ambiental, a utilizacao
desses produtos esta sendo reduzida (MAO et al., 2012).

Dessa maneira, outras formas de controle devem ser estudadas. Dentre elas, pode-se
destacar o controle bioldgico, o qual apresenta diversas vantagens como custo reduzido, menores
riscos ao ambiente e a saude humana. Os microrganismos sao faceis tanto de serem multiplicados,
dispersados e produzidos em laboratdrios, quanto de serem aplicados em campo, além de sua alta
eficiéncia no controle de fitopatégenos (SIMONATO et al., 2014). Além disso, diferentemente do
que ocorre com os fungicidas, que tém efeito temporario e precisam ser reaplicados ao longo do
ciclo da cultura, os agentes de biocontrole tém capacidade de estabelecimento, colonizacéo e
dispersdo no ecossistema (CARVALHO et al., 2011). Entre os microrganismos estudados, o fungo
Trichoderma apresenta grande potencial para utilizacdo como agente de controle biol6gico de
doencas de plantas (OLIVEIRA et. al., 2015).

As espécies do género Trichoderma sdo encontradas naturalmente em quase todos 0s tipos
de solo e agem contra fitopatdgenos por diferentes mecanismos de acdo, como antibiose,
micoparasitismo, producdo de enzimas degradadoras de parede celular, competi¢do por nutrientes
e substrato, promocdo do crescimento das plantas e indutores de resisténcia contra diversos
patdgenos, com efeitos benéficos para as plantas (AZEVEDO et al., 2020). Na competicdo, o
patdbgeno e o antagonista disputam 0S mesmos recursos para sobreviver. Ja na antibiose, o
antagonista produz uma ou mais substancias que inibem o crescimento ou a reproducdo do
fitopatégeno no ambiente ou na planta. No parasitismo, o antagonista se alimenta do fitopatogeno,
enfraquecendo ou causando a sua morte. No processo de inducdo de resisténcia, ocorre a
estimulagdo de mecanismos de defesa da planta com producédo de proteinas voltadas a patogénese,
acumulacao de fitoalexinas e sinalizacéo nas rotas de inducéo de resisténcia (DRUZHININA et al.,
2011; HARMAN et al., 2004; HERMOSA et al., 2012; LUCON et al., 2014).
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Dessa forma, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a agéo de dois isolados de Trichoderma
asperelloides e um isolado de Trichoderma koningiopsis no controle in vivo de Fusarium
oxysporum e Fusarium solani, bem como a promocao de crescimento e a inducdo de resisténcia

em plantas de erva-mate.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local de realizacdo dos experimentos e origem dos isolados fungicos

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Santa Maria, na cidade de 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. As
andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia.

Foram utilizados trés isolados de Trichoderma spp. obtidos de solo rizosférico de plantas
adultas de erva-mate, Trichoderma asperelloides (28°59'386" S - 52°04'660"W), codificado como
ACI, Trichoderma asperelloides (28°57'292" S - 51°59'090" W), codificado como AVRIII e
Trichoderma koningiopsis (28°55'398" S - 52°09'096" W), codificado como IMDI (Capitulo I). Os
trés isolados estdo cadastrados no SISGEN pelo cédigo AEOOCS.

Como patogenos, foram utilizados dois isolados causadores de podriddo-de-raizes em erva-
mate, Fusarium oxysporum (28°53'58,1" S 52°04'48,0" W) codificado como I6AR2, cuja
sequéncia de DNA da regido do fator de elongacdo estd depositada no GenBank sob nimero
MF318446 e Fusarium solani (28°55'48,6" S 52°10'40,1" W) codificado como I8AR1, cuja
sequéncia de DNA da regido do fator de elongacdo esta depositada no GenBank, sob nimero
MF318446 (MEZZOMO et al., 2018), sendo que ambos os isolados estdo cadastrados no SISGEN
pelo codigo AEOS0F7. Os isolados estavam armazenados em tubos eppendorf contendo agua
destilada esterilizada na micoteca do Laboratorio de Fitopatologia Elocy Minussi.
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4.2.2 Producéo dos in6culos fungicos e incorporacdo ao substrato

Discos de micélio de isolados de F. oxysporum (I6AR2) e F. solani (I8AR1) foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e esses foram mantidas por 10 dias
a 25 °C (x 2 °C) com fotoperiodo de 12 h em cdmara BOD. Apds, discos de meio de cultura
contendo miceélio dessas coldnias foram transferidas para frascos de Erlenmeyer contendo gréos de
arroz (sem casca, tipo parboilizado) previamente umedecido e autoclavado (30 mina 121 °Cal
atm). Depois de inoculados, os frascos permaneceram em camara de incubacgéo a 25 °C (£ 2 °C)
com fotoperiodo de 12 h por 20 dias. Apos esse periodo, os graos de arroz foram colocados em um
recipiente com &gua esterilizada (1000 mL de agua para cada 200 g de arroz) e agitados por 10
min. A suspenséo resultante foi coada e foi contado o nimero de esporos com auxilio da camara
de Neubauer em microscopio 6tico. A suspensdo foi ajustada para 10° esporos mL™ e inoculados
40 mL da suspenséo por vaso, incorporados no substrato, de acordo com a metodologia adaptada
de Poletto (2008).

Para a producédo do antagonista, discos de micélio, de 8 mm de didmetro, dos isolados de
Trichoderma spp. foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e
mantidos por 7 dias a 25 °C (£ 2 °C) com fotoperiodo de 12 h em cAmara BOD. Ap0s esse periodo,
foi preparada a suspensdo de esporos pela diluicdo em agua destilada esterilizada e ajustada a
concentragéo para 10° esporos mL?, pela contagem em Camara de Neubauer e microscépio ético.

Na sequéncia, foram colocados 100 mL da suspenséo por vaso, sendo incorporados ao substrato.

4.2.3 Organizagdo dos tratamentos

Foram utilizadas mudas de erva-mate com 11 meses de idade, produzidas em um viveiro
particular no municipio de Ilépolis — RS. Os isolados de Trichoderma spp. foram testados em
diferentes momentos em relacéo a aplicacdo dos isolados de Fusarium spp., conforme os seguintes
tratamentos:

T1: Testemunha

T2: Trichoderma koningiopsis (IMDI) 30 dias antes de Fusarium oxysporum (I6AR2)
T3: Trichoderma asperelloides (ACI) 30 dias antes de Fusarium oxysporum (I6AR2)
T4: Trichoderma asperelloides (AVRIII) 30 dias antes de Fusarium oxysporum (I6AR2)



T5: Trichoderma koningiopsis (IMDI) 30 dias antes de Fusarium solani (I8AR1)

T6: Trichoderma asperelloides (ACI) 30 dias antes de Fusarium solani (IBAR1)
T7: Trichoderma asperelloides (AVRIII) 30 dias antes de Fusarium solani (IBAR1)

T8: Trichoderma koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que Fusarium oxysporum (I6AR2)

T9: Trichoderma asperelloides (ACI) no mesmo dia que Fusarium oxysporum (I6AR2)

T10:
T11:
T12:
T13:
T14:
T15:
T16:
T17:
T18:
T19:
T20:
T21:

Trichoderma asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que Fusarium oxysporum (I16AR2)
Trichoderma koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que Fusarium solani (IAR1)
Trichoderma asperelloides (ACI) no mesmo dia que Fusarium solani (I8AR1)
Trichoderma asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que Fusarium solani (IBAR1)
Trichoderma koningiopsis (IMDI) 30 dias depois de Fusarium oxysporum (I6AR2)
Trichoderma asperelloides (ACI) 30 dias depois de Fusarium oxysporum (I6AR2)
Trichoderma asperelloides (AVRIII) 30 dias depois de Fusarium oxysporum (I6AR2)
Trichoderma koningiopsis (IMDI) 30 dias depois de Fusarium solani (IBAR1)
Trichoderma asperelloides (ACI) 30 dias depois de Fusarium solani (IBAR1)
Trichoderma asperelloides (AVRIII) 30 dias depois de Fusarium solani (IBAR1)
Trichoderma koningiopsis (IMDI)

Trichoderma asperelloides (ACI)

T22:Trichoderma asperelloides (AVRIII)

T23:
T24:

Fusarium oxysporum (I6AR2)
Fusarium solani (IBAR1)
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Para todos os tratamentos, exceto a testemunha, apds 30 dias da transferéncia das mudas

para 0s vasos contendo substrato, foram inoculadas as suspensdes do patégeno. Foram utilizadas

sete repeticOes, sendo cada repeticdo composta por uma planta, e essas foram cultivadas em vasos

de polietileno preto acrescidos de 2 litros de substrato comercial (MECPLANT®) com irrigacdes

diarias atraves de sistema de gotejamento por espaguete temperatura ajustada para 28 °C (+ 2 °C),

e umidade relativa do ar a 70% e mantidas em casa de vegetacdo durante toda a execucdo do

experimento.
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4.2.4 AvaliagOes em plantas

Apds a inoculacao de Fusarium spp. até o final do experimento (6 meses), foram realizadas
avaliacdes semanais, contando o numero de folhas totais, folhas com clorose, folhas com necrose,
folhas murchas, folhas com amarelecimento e folhas com encarquilhamento. Com base nessas
informacdes foi realizado o célculo da &rea abaixo da curva de progresso do sintoma (AACPS),

utilizando a formula conforme Campbell e Madden, 1990:

iy (%) (tiy1 —t;), €M que: 1)
N= numero de avaliacdes
Y= valor da variavel avaliada em proporcéao

T=tempo em que a variavel em questédo foi avaliada

Ao final do experimento, foram medidos o diametro do colo das plantas com o auxilio de
um de paquimetro digital, a altura a partir do colo e o comprimento das raizes com uma régua
milimétrica, e para os tratamentos T1, T20, T21, T22, T23 e T24 foi medido, com auxilio do
paquimetro digital, o comprimento e a largura da maior folha de cada planta. Para a avaliacdo da
massa fresca e massa seca das raizes e parte aérea, foram utilizadas trés repeticdes por tratamento.
As plantas foram separadas em raiz e parte aérea, para a avaliagdo da massa fresca das raizes, sendo
que as mesmas foram lavadas e ambas as partes foram pesadas em balanca analitica de precisao
0,001 g. Para a avaliacdo da massa seca, as raizes e a parte aérea foram acondicionadas
separadamente em sacos de papel e, em seguida, secas em estufa com circulacdo forcada de ar
regulada a 60 + 3 °C, até o material atingir peso constante.

Para as quatro repeticOes restantes, foram realizadas analises bioquimicas do sistema
radicular. O material vegetal coletado foi depositado em envelopes de papel aluminio, devidamente
identificados e mantidos em nitrogénio liquido até o final da coleta. Posteriormente, as amostras
foram armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) ate realizacdo das analises. As analises bioquimicas
compreenderam a determinacgéo do conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) de acordo com a
metodologia de Loreto e Velikova (2001); a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) de
acordo com o método espectrofotométrico descrito por Giannopolitis; Ries (1977); a atividade da
enzima guaiacol peroxidase (POD) segundo Zeraik et al. (2008), utilizando o guaiacol como

substrato; a concentracdo total de proteinas soltveis foi medida utilizando uma curva padrédo de
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albumina sérica bovina de acordo com o Método de Bradford (BRADFORD, 1976) e; a

peroxidacao de lipidios de membrana foi estimada pelo método de EI-Moshaty et al. (1993).

4.2.5 Procedimento estatistico

O delineamento foi o inteiramente casualizado (DIC) e os dados foram submetidos a analise
de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-knott (p<0,05), usando o programa
de anélise estatistica SISVAR (FERREIRA, 2014).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise dos resultados da Area Abaixo da Curva de Progresso do Sintoma
(AACPS), determinada a partir da avaliagdo semanal dos sintomas de Fusarium oxysporum
(I6AR2) e Fusarium solani (IBAR1) em plantas de erva-mate (Figura 1), observou-se que houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Sendo assim, os tratamentos foram agrupados em trés
grupos distintos para as variaveis Clorose e Encarquilhamento, e para Necrose, Murcha e
Amarelecimento, em dois grupos distintos.

Para clorose, os maiores valores da AACPS ficaram com T23 e T24 tratados apenas com
Fusarium spp., seguido do segundo grupo de médias, dando um destaque especial para os
tratamentos T1 (testemunha) e T14, T15, T16, T17, T18 e T19, esses tratados com Trichoderma
spp. 30 dias depois da aplicacdo de Fusarium spp. Ja no terceiro grupo, destacam-se 0s tratamentos
T5, T6 e T7 submetidos ao tratamento com Trichoderma spp. 30 dias antes de Fusarium solani e
T8 e T9 submetidos ao tratamento com Trichoderma spp. no mesmo dia de Fusarium oxysporum.

Quanto a necrose e a murcha, percebeu-se que os tratamentos que ficaram no grupo com 0s
maiores valores da AACPS foram os submetidos ao tratamento com Trichoderma spp. 30 dias
depois de Fusarium spp. J& para o amarelecimento, 0s Unicos tratamentos que ndo apresentaram
esse sintoma foram os submetidos apenas a inoculacdo com Trichoderma spp. Quanto ao
encarquilnamento das plantas, formaram-se trés grupos significativamente distintos, sendo que o
grupo que englobou o maior nimero de tratamentos foi o com os menores valores de AACPS,
compreendendo os tratamentos com apenas Trichoderma spp., testemunha e os submetidos ao

tratamento com Trichoderma spp. 30 dias antes de com Fusarium spp.



64

Com esses resultados, percebe-se que a aplicagdo do antagonista como tratamento
preventivo possui efeitos positivos mais significativos na redugdo dos sintomas da podriddo-de-
raizes causada por Fusarium spp. Isso corresponde ao encontrado por Remedier (2017), que
comenta sobre a eficiéncia do uso de Trichoderma estar diretamente relacionada a época de
aplicacdo do biocontrolador, recomendando a aplicagdo preventiva, como a que foi realizada na
presente pesquisa.

Figura 1 - Area Abaixo da Curva de Progresso do Sintoma (AACPS) de plantas de erva-mate
submetidas a acdo de Fusarium spp e tratadas com Trichoderma spp em diferentes periodos de
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Fonte: Autores.
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*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P <

0,05).
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T1: Testemunha; T2: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T3: T. asperelloides (ACI) 30
dias antes do F. oxysporum (16AR2); T4: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T5: T.
koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T6: T. asperelloides (ACI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1);
T7: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T8: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F.
oxysporum (I6AR2); T9: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T10: T. asperelloides
(AVRIII) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T11: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F. solani (IBAR1);
T12: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. solani (IBAR1); T13: T. asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que
F. solani (IBAR1); T14: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T15: T. asperelloides (ACI)
30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T16: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2);
T17: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T18: T. asperelloides (ACI) 30 dias depois do F.
solani (IBAR1); T19: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. solani (I8AR1); T20: T. koningiopsis (IMDI);
T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F. oxysporum (I16AR2); T24: F. solani (I8AR1).

Santos et al. (2016), ao trabalharem com diferentes espécies de Trichoderma no controle
de Dactylonectria macrodidyma, causador do pé-preto em videira (Vitis vinifera L.), relataram que
as plantas que cresceram no substrato contendo Trichoderma spp., mesmo com a presenca do
patdégeno no substrato, apresentaram menos sintomas da doenga do que plantas do tratamento
controle positivo, com o substrato infestado apenas com o patégeno.

Brito et al. (2020), utilizando metodologia semelhante a este trabalho, estudaram a acéo de
diferentes espécies de Trichoderma isoladas de solo rizosférico de mangueira (Mangifera indica
L.), no controle de Ceratocystis fimbriata. Entre os isolados de Trichoderma obtidos estava T.
asperelloides, que incorporado ao solo por meio de suspensdo de 10° conidios/mL, reduziu os
sintomas da podriddo-de-raizes causada pelo patdgeno, corroborando aos resultados encontrados
no presente estudo. Sarzi et al. (2019), ao avaliarem o biocontrole de Fusarium solani, agente
causal da podridao vermelha da raiz na soja (Glycine max), por isolados de Trichoderma spp. in
vivo também concluiram que os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes na reducdo dos
sintomas causados por F. solani.

Na figura 2, é possivel observar alguns sintomas causados por Fusarium spp. em

comparagdo a uma planta sadia.
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Figura 2 - Sintomas causados por Fusarium spp. em plantas de erva-mate (lllex paraguariensis)

Fonte: Autores.

A e B=clorose seguida de necrose; C= auséncia de raizes finas; D= queda de folhas; E= planta sadia.

Na tabela 1, encontram-se os valores obtidos nas variaveis de crescimento dos 24
tratamentos deste estudo. Para a variavel nimero de folhas é possivel observar que as médias foram
agrupadas em quatro grupos distintos, com as maiores médias nos tratamentos T10, T18, T20, T21
e T22, sendo os trés ultimos submetidos apenas a inoculacdo da suspensdo de esporos de
Trichoderma spp. no substrato. A maioria dos tratamentos, com médias variando de 17 a 20 para
0 numero total de folhas, foi agrupada a seguir. O terceiro grupo englobou seis tratamentos, entre
eles T1 (testemunha) e T24 (Fusarium solani (I8AR1)). J& no grupo com as menores médias,
restaram apenas trés tratamentos (T7, T14 e T23), sendo T23 (Fusarium oxysporum (I6AR2)), ou
seja, Trichoderma spp., mesmo com a presenca do patdgeno no substrato, obteve resultados
positivos para a variavel numero de folhas, quando comparado ao tratamento testemunha.

A altura de plantas esta entre as variaveis mais utilizadas para o estudo de implantacéo de
mudas e é uma variavel utilizada para determinacdo do crescimento inicial em campo ap0s o plantio
(MELO et al., 2018). No presente estudo, para a variavel altura, as médias foram agrupadas em
sete grupos distintos, sendo que a maior média (45,39 cm) ficou com o tratamento T20, seguido
pelos tratamento T21 e T22, com médias iguais a 39,50 e 40,43 cm respectivamente, ambos
submetidos apenas a inoculacao da suspensédo de esporos de Trichoderma spp. As menores médias
foram dos tratamentos T10, T13 e T14 com valores iguais a 18,05, 18,38 e 18,10 cm,
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respectivamente, sendo que para T10 e T13 a aplicacdo do Trichoderma spp. foi simultanea a de
Fusarium spp., e para T14, T. koningiopsis foi aplicado 30 dias ap6s a inoculacdo de F. oxysporum.

Para o comprimento das raizes, as médias foram separadas em cinco grupos, sendo que o
tratamento T6, submetido a aplicacdo do antagonista 30 dias antes do patogeno, constituiu um
grupo isolado. O segundo grupo ficou apenas com trés tratamentos T3, T20 e T21, sendo os dois
ultimos submetidos apenas a inoculacdo da suspenséao de esporos de Trichoderma spp. O terceiro
grupo englobou a maioria dos tratamentos, entre eles T1 (testemunha) com médias variando de
15,00 a 17,35 cm, e no quarto os tratamentos T7, T11l e T14. Os tratamentos submetidos a
inoculacdo da suspensé@o de esporos de Fusarium spp. (T23 e T24) apresentaram as menores
médias. Ja para a varidvel didmetro do coleto, as médias foram separadas em dois grupos, variando
de 5,25 mm para a menor média e 7,63 mm para a maior média, para os tratamentos T12 e T20,
respectivamente. Esses resultados corroboram com Amaral et al. (2017) que, ao analisar a
eficiéncia da utilizacdo de isolados fungicos do género Trichoderma como promotores de
crescimento de mudas, obtiveram efeitos significativos de promogdo de crescimento de caroba

(Jacaranda micranta) com a aplicacdo isolada ou combinada de T. asperelloides e T. virens.

Tabela 1 — Numero de folhas, altura da parte aérea, comprimento de raizes e diametro do coleto
de plantas de erva-mate, submetidas aos tratamentos com Trichoderma spp. testados em
diferentes momentos em relacdo a aplicacdo dos patdgenos de Fusarium spp

Altura Parte Comprimento Diametro do

Tratamento N° de folhas Aérea Raizes coleto
(cm) (cm) (mm)

T1 13 c* 26,70 d 16,20 ¢ 547b

T2 18 b 25,10 e 15,67 ¢ 562D

T3 20b 31,80 ¢c 18,50 b 6,80 a

T4 17D 27,95 d 15,60 c 6,79 a

T5 19Db 25,63 e 16,33 ¢ 525b

T6 15¢ 25,80 e 21,98 a 575b

T7 10d 2340 e 12,94 d 4,65b

T8 17b 33,05¢ 15,03 ¢c 7,01la



T9 17D 19,96 f 17,05¢ 550b
T10 22 a 18,059 15,88 ¢ 551b
T11 18b 21,75 13,08 d 565D
T12 19b 25,03 e 11,10e 525D
T13 13 ¢ 18,38 g 15,90 ¢ 5,68 b
T14 12d 18,109 14,00 d 599b
T15 16 ¢ 21,78 f 15,28 ¢ 4,93 b
T16 17D 29,65 d 17,35¢ 6,07 b
T17 18b 27,82 d 11,20 e 6,73 a
T18 21a 28,20 d 16,00 c 7,08 a
T19 15¢ 21,60 f 15,00 c 537hb
T20 25a 45,39 a 19,15 b 7,63 a
T21 25a 39,50 b 18,50 b 545b
T22 25a 40,43 Db 16,48 ¢ 6,31 a
T23 9d 17,259 11,19e 4,68 b
T24 16 ¢ 20,75 f 11,65e 535D
Média Geral 17,1 26,38 15,46 5,86
CV (%) 19,98 5,95 10,85 15,75

Fonte: Autores.
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*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P <

0,05).

T1: Testemunha; T2: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. oxysporum (16AR2); T3: T. asperelloides (ACI) 30
dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T4: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T5: T.
koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T6: T. asperelloides (ACI) 30 dias antes do F. solani (I8AR1);
T7: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T8: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F.
oxysporum (16AR2); T9: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T10: T. asperelloides
(AVRIII) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T11: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F. solani (I8AR1);
T12: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. solani (I8AR1); T13: T. asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que
F. solani (I8AR1); T14: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T15: T. asperelloides (ACI)
30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T16: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2);
T17: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T18: T. asperelloides (ACI) 30 dias depois do F.
solani (IBAR1); T19: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T20: T. koningiopsis (IMDI);
T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F. oxysporum (I6AR2); T24: F. solani (IBAR1).
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Medeiros et al. (2018) destacam que a promocdo de crescimento influencia de forma
indireta no controle da doenca, contribuindo na producédo de horménios, na rusticidade, aquisi¢éo
de nutrientes e absorcdo de agua pela planta. Santos (2008) explica que a acdo de isolados de
Trichoderma no incremento de parte aérea e radicular deriva de uma provével eficiéncia do isolado
em se associar simbioticamente com as raizes, e, aliada a sua acdo decompositora, libera o0s
nutrientes prontamente absorviveis para o vegetal, e que, devido a capacidade de determinados
isolados de Trichoderma em inibir a acdo de fitopatdgenos, previne que este cause qualquer tipo
de interferéncia no desenvolvimento da planta.

Em algumas variaveis, a combinacéo de Fusarium spp. com as espécies de Trichoderma
afetou negativamente o desenvolvimento das plantas, tanto em relacdo a testemunha como ao
tratamento somente com inoculacdo de F. solani. Milanesi et al. (2013) justificam o efeito negativo
na relacdo entre o patdgeno e os isolados de Trichoderma spp., em funcdo das possiveis relagdes
antagonicas entre os metabdlitos produzidos por ambos os fungos, refletindo diretamente no
desenvolvimento das plantas tratadas com esses microorganismos.

Na Tabela 2, estdo os resultados referentes ao comprimento e a largura das folhas apenas
para os tratamentos submetidos a inoculacdo de Fusarium spp., e Trichoderma spp. em comparagdo
com a testemunha. Para ambas varidveis, o melhor tratamento foi T20 (T. koningiopsis), com
médias iguais a 173,09 e 74,13 mm para comprimento e largura respectivamente, seguido dos dois
isolados de Trichoderma asperelloides, T21 com 165,65 e 63,78 mm para comprimento e largura
respectivamente, e T22 com média igual a 167,45 mm para comprimento e 66,08 mm para largura,
sendo que os trés tratamentos foram submetidos apenas a inoculagdo da suspensao de esporos de
Trichoderma spp., e todos diferiram estatisticamente da testemunha (T1) e dos tratamentos T23 e
T24 que foram submetidos apenas a aplicacdo da suspenséo de esporos de Fusarium spp.

O resultado desse estudo se faz importante, pois mostrou um aumento do comprimento e
da largura das folhas de erva mate, essas que, por sua vez, sdo o principal produto da espécie sendo
utilizadas como matéria prima para varios produtos em diferentes segmentos industriais como no
setor alimenticio, de cosméticos e farmacéuticos. Vey (2017), ao avaliar o crescimento inicial de
plantas de trigo (Triticum aestivum) tratadas com Trichoderma spp., obteve resultados semelhantes
a este estudo, onde todos os tratamentos utilizando Trichoderma spp. foram superiores ao

tratamento testemunha para variavel comprimento de folhas. A promogédo de crescimento por
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isolados de Trichoderma pode ocorrer principalmente através da producdo de horménios ou pelo
aumento da eficiéncia de absorc¢do de nutrientes (MACHADO et al., 2012).

Tabela 2 - Comprimento e largura da maior folha de plantas de Erva-mate, submetidas aos
tratamentos com Trichoderma spp. e Fusarium spp

Comprimento Largura
Tratamento
(mm) (mm)
T1 129,01 c* 33,78 ¢
T20 173,09 a 74,13 a
T21 165,65 b 63,78 b
T22 167,45 b 66,08 b
T23 119,57 d 23,69 d
T24 122,75d 25,03d
Meédia Geral 146,25 47,75
CV (%) 1,74 5,98

Fonte: Autores.
*Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
T1: Testemunha; T20: T. koningiopsis (IMDI); T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F.
oxysporum (I6AR2); T24: F. solani (I8AR1).
Na figura 3, observa-se a diferenca na promocéo de crescimento nos tratamentos em que
foi aplicada somente a suspensdo de esporos de Trichoderma spp., de Fusarium spp. e a

compara(;éo com o tratamento testemunha.



72

Figura 3 - Crescimento de plantas de erva-mate, submetidas aos tratamentos com
Trichoderma spp. e Fusarium spp., separadamente

Fonte: Autores.

T1: Testemunha; T20: T. koningiopsis (IMDI); T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F.
oxysporum (I6AR2); T24: F. solani (I8AR1).

Para a massa fresca e a massa seca da parte aérea, bem como da raiz houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (Tabela 3). Para massa fresca da parte aérea (MFPA), a maioria dos
tratamentos ndo diferenciam estatisticamente da testemunha (T1), com excec¢do dos tratamentos
inoculados apenas com a suspensdo de esporos de Trichoderma spp. que obtiveram as maiores
médias. Os tratamentos em que apenas Fusarium spp. foi inoculado e também para aqueles
tratamentos em que a suspensao de esporos de Trichoderma spp. foi inoculada 30 dias ap6s a de
Fusarium spp., ficaram com as menores médias de MFPA. Para massa fresca da raiz (MFR), a
maioria dos tratamentos, tanto na presenca quanto na auséncia do patdgeno, apresentaram valores
superiores quando comparado com a testemunha ou aos tratamentos submetidos apenas a
inoculacdo do patdgeno.

Verificou-se que, de forma geral, quando houve inoculagdo de Fusarium spp., a MFPA e a
MFR foram menores, quando comparadas aos tratamentos ndo inoculados com o patogeno. Por
outro lado, em alguns tratamentos € possivel analisar que mesmo na presenca do patdgeno, 0s
tratamentos de controle biol6gico mantiveram a MFPA e MFR como se 0 patdgeno ndo estivesse

presente, caso do tratamento T8 com 27,95 g para a MFPA e para a maioria dos tratamentos com
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a suspensdo de esporos de Trichoderma spp. com médias que variaram de 14,20 g (T6) e 17,64 ¢
(T21), paraa MFR.

Resultados positivos no aumento da biomassa com a inoculacdo de Trichoderma também
séo encontrados em outros trabalhos com diferentes culturas, como no estudo de Steffen et al.
(2021) que, ao avaliarem o potencial de duas cepas de T. asperelloides e T. virens para promover
aumentos na qualidade e produtividade da couve folha (Brassica oleracea L.var. acephala) em
condicdes de campo, relataram que as duas cepas mostraram aumentos significativos no peso fresco
total por planta em relacdo ao tratamento controle. Taribuka et al. (2017), ao utilizarem de T.
harzianum, T. asperellum, T. koningiopsis e T. gamsii no desenvolvimento de bananeiras (Musa
sp.), observaram ganhos nas mudas como altura das plantas, didmetro do pseudocaule, nimero de
folhas, massa fresca da parte aérea, massa fresca e comprimento das raizes. Jesus et al. (2011)
ressaltaram o potencial de T. asperellum como condicionador de substrato para a producdo de
mudas de café (Coffea arabica), evidenciando o efeito positivo no aumento da biomassa da raiz,
da parte aérea e total, bem como o aumento da eficiéncia da absorcdo de fosforo. Santos et al.
(2010) concluiram que o uso de Trichoderma spp. proporcionou resultados positivos no incremento

de massa fresca e seca de plantas de maracuja (Passiflora edulis).

Tabela 3 - Massa fresca da parte aérea (MFPA), Massa fresca da raiz (MFR), Massa seca de parte

aérea (MSPA), e Massa seca da raiz (MSR) de plantas de erva-mate, submetidas aos tratamentos

com Trichoderma spp. testado em diferentes momentos em relacdo a aplicacdo dos patdgenos de
Fusarium spp.

Tratamento MFPA MFR MSPA MSR
9 9 9 9
T1 21,20 c* 12,57 ¢ 12,09 b 6,31b
T2 15,50 d 8,46 d 10,68 b 5,84 b
T3 23,00 ¢ 16,69 b 13,24 a 6,91 a
T4 24,64 ¢ 16,44 b 14,02 a 7,24 a
T5 19,71 ¢ 8,52 d 12,09 b 5,78 b
T6 19,69 ¢ 14,20 b 11,96 b 6,02 b
T7 11,82 d 6,20 d 9,27 b 4,13 b
T8 27,95b 12,71 ¢ 14,76 a 6,61 a
T9 2255 ¢ 16,42 b 14,24 a 711a

T10 17,98 d 17,27 b 11,64 b 6,25b
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T11 20,38 ¢ 11,10 c 12,00 b 6,42 b
T12 21,90 c 15,60 b 13,08 a 7,47 a
T13 21,96 c 9,97d 12,16 b 7,30 a
T14 17,09 d 16,51 b 10,76 b 7,36 a
T15 17,42 d 12,30 ¢ 11,31b 594 b
T16 21,46 ¢c 8,96 d 12,11 b 487D
T17 14,13 d 15,32 b 9,79b 518b
T18 17,80 d 12,64 c 12,13 b 6,69 a
T19 14,67 d 13,16 ¢ 9,90 b 510b
T20 39,57 a 20,96 a 16,82 a 8,16 a
T21 34,05Db 17,64 b 14,23 a 7,54 a
T22 33,38 Db 17,38 b 14,08 a 7,32 a
T23 1591 d 8,58 d 9,97 b 580b
T24 16,54 d 11,18 ¢c 10,69 b 6,05b
Media Geral 21,26 13,36 12,21 6,39
CV (%) 16,84 13,7 17,74 18,62

Fonte: Autores.

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
T1: Testemunha; T2: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T3: T. asperelloides (ACI) 30
dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T4: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T5: T.
koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T6: T. asperelloides (ACI) 30 dias antes do F. solani (ISAR1);
T7: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T8: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F.
oxysporum (16AR2); T9: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T10: T. asperelloides
(AVRIII) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T11: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F. solani (I8AR1);
T12: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. solani (IBAR1); T13: T. asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que
F. solani (I8AR1); T14: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. oxysporum (16AR2); T15: T. asperelloides (ACI)
30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T16: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2);
T17: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T18: T. asperelloides (ACI) 30 dias depois do F.
solani (IBAR1); T19: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T20: T. koningiopsis (IMDI);
T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F. oxysporum (I6AR2); T24: F. solani (I8AR1).

Para massa seca da parte aérea (MSPA), oito tratamentos obtiveram as maiores médias,
sendo T3 e T4 com a suspensédo de Trichoderma spp. aplicados 30 dias antes de Fusarium spp.,
T8, T9 e T12 com Trichoderma spp. e Fusarium spp. inoculados no mesmo dia e T20, T21 e T22
com aplicacdo apenas de Fusarium spp., com valores variando de 13,08 a 16,82 g. Esses se
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diferenciam estatisticamente de todos os tratamentos onde Trichoderma spp. foram inoculados 30
dias apos a aplicacdo de Fusarium spp. (T14 ao T19), do T23 e do T24 que foram inoculados
apenas a suspensdo de esporos de Fusarium spp., e do tratamento testemunha (T1), com valores
variando de 9,27 a 12,16 g. Ja para massa seca da raiz (MSR), 11 tratamentos obtiveram as maiores
médias, sendo que esses tratamentos ocorreram em todos os estagios de aplicacdo do Trichoderma
spp. em relacdo a aplicacdo do Fusarium spp., com excecdo do tratamento testemunha e dos dois
tratamentos que foi inoculado apenas Fusarium spp.

O aumento da MSPA e MSR devido a utilizacdo de Trichoderma spp. foi relatado por
outros autores em outras espécies. Em Jacaranda micranta (caroba), Amaral et al. (2017), ao
incorporarem T. asperellum no substrato, relataram um aumento de 73,9 mg para MSR e 129,84
mg para MSPA em comparacdo ao tratamento controle. Bokhari e Perveen (2012) também
comprovaram o potencial de T. harzianum em reduzir os danos provocados por F. solani na cultura
do tomate (Solanum lycopersicum), quando comparado as plantas inoculadas apenas com o
patdgeno, além de ser eficaz na promogdo do crescimento e maior massa seca das plantas. Bubanz
et al. (2019), ao avaliar o crescimento, desenvolvimento e aspectos produtivos do morangueiro
(Fragaria x ananassa) submetidos a inoculacdo de Azospirillum brasilense, Bacillus
amyloliquefaciens e T. asperellum com e sem associacdo ao silicio, constatou que o tratamento
com T. asperellum aumentou a massa seca da parte aérea (MSA) e a massa seca das raizes (MSR).
Com esses resultados é possivel perceber que em diferentes culturas, de modo geral, quando foi
utilizado Trichoderma spp. houve maior desenvolvimento das plantas, constatado através do
aumento da massa fresca e massa seca das plantas.

Quando as plantas sdo expostas a estresses bidticos, como a presenca de patdgenos,
mecanismos de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos podem ser ativados. Entre os
mecanismos de defesa enzimaticos, esta a enzima superdxido dismutase (SOD), que é responsavel
por catalisar a dismutagéo do O..” e HO2+ a H20: (peroxido de hidrogénio), sendo assim, a maioria
do H20; celular é proveniente da dismutagdo do O».- catalisada pela SOD (RESENDE et al., 2003).
Em condigdes normais da planta a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) encontra-se
em equilibrio, no entanto, quando ocorre um estresse a planta responde com uma reagdo oxidativa
ocasionando um desequilibrio no acumulo dessas moléculas, fazendo com gue outros mecanismos
de defesa da planta sejam ativados (TAIZ; ZEIGER, 2013)



76

Na analise da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e da enzima guaiacol
peroxidase (POD), é possivel observar que de forma geral as diferencas estatisticas entre os
tratamentos variaram bastante, com excecdo dos tratamentos submetidos a inoculacdo de
Trichoderma spp. e Fusarium spp. no mesmo dia, em que todos obtiveram as menores médias.
Para SOD e para POD as menores atividades ficaram com os tratamentos submetidos a inoculagdo
de Trichoderma spp. e Fusarium spp. no mesmo dia, juntamente com os tratamentos em que
Trichoderma spp. foram inoculados 30 dias antes que Fusarium spp. Isso indica que nesses
tratamentos o Trichoderma spp. pode ter ajudado na reducédo do estresse oxidativo promovido pelo
patdgeno, ndo necessitando ativar as enzimas antioxidantes. Esses dados estdo de acordo com 0s
resultados das variaveis de crescimento, onde a presenca de Trichoderma spp. promoveu maior
crescimento das plantas, mesmo na presenca do patdgeno. Por outro lado, a maior atividade tanto
para SOD como para POD foi observada no tratamento T20 submetido apenas a inocula¢do com
Trichoderma koningiopsis, mostrando que a inoculagdo desse isolado estimulou a atividade dessas
enzimas (Figura 4), o que desencadeou menor acimulo de peroxido de hidrogénio e menor dano
em lipidios de membrana.

Gajera et al. (2016), também observaram gue os tratamentos com Trichoderma sp. tiveram
maior atividade de SOD e POD ao compararem o efeito do tratamento controle, da inoculacéo de
Aspergillus niger isoladamente e da associacdo entre o patégeno e Trichoderma viride na cultura
do amendoim (Arachis hypogaea). Segundo os autores, pode ter ocorrido devido a resisténcia
induzida pelo agente de biocontrole.

A atividade da POD pode estar envolvida também na defesa contra estresses consumindo
o peroxido de hidrogénio e na biossintese de lignina, além de catalisar a oxida¢do de compostos
organicos como aminas aromaticas, fenois, utilizando o peroxido de hidrogénio como oxidante
(BOGUSZEWSKA; ZAGDANSKA, 2012). A enzima também pode estar ligada ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (TAYEFI-NASRABADI et al., 2011). As citacGes desses autores
corroboram com o presente estudo, onde a maior atividade da POD foi no tratamento T20 que,
consequentemente, teve a menor concentracdo de perdxido de hidrogénio. Com isso, pode-se dizer
que a ativacdo dessa enzima foi efetiva em controlar os niveis de H>O2 nas raizes submetidas ao
tratamento com Trichoderma koningiopsis. T20 também foi o tratamento com as maiores médias

nas variaveis de crescimento do presente estudo.
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Figura 4 - Efeito dos tratamentos com Trichoderma spp. testado em diferentes momentos em
relacdo a aplicacdo dos patdgenos de Fusarium spp. sobre o sistema de enzimas antioxidantes,
proteinas solUveis e peroxidacdo de lipideos de membrana em raizes de plantas de erva-mate
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*Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

T1: Testemunha; T2: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T3: T. asperelloides (ACI) 30
dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T4: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. oxysporum (I6AR2); T5: T.
koningiopsis (IMDI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T6: T. asperelloides (ACI) 30 dias antes do F. solani (IBAR1);
T7: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias antes do F. solani (IBAR1); T8: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F.
oxysporum (I6AR2); T9: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T10: T. asperelloides
(AVRIII) no mesmo dia que F. oxysporum (I6AR2); T11: T. koningiopsis (IMDI) no mesmo dia que F. solani (IBAR1);
T12: T. asperelloides (ACI) no mesmo dia que F. solani (IBAR1); T13: T. asperelloides (AVRIII) no mesmo dia que
F. solani (IBAR1); T14: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T15: T. asperelloides (ACI)
30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2); T16: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. oxysporum (I6AR2);
T17: T. koningiopsis (IMDI) 30 dias depois do F. solani (IBAR1); T18: T. asperelloides (ACI) 30 dias depois do F.
solani (IBAR1); T19: T. asperelloides (AVRIII) 30 dias depois do F. solani (I8AR1); T20: T. koningiopsis (IMDI);
T21: T. asperelloides (ACI); T22: T. asperelloides (AVRIII); T23: F. oxysporum (I6AR2); T24: F. solani (I8AR1);
SOD: Atividade da enzima superéxido dismutase; POD: Atividade da enzima guaiacol peroxidase; TBARS:
Peroxidacéo de lipideos de membrana.

Em relacdo a peroxidacdo de lipideos de membrana, o maior valor foi observado no
tratamento testemunha e as menores médias ficaram com a maioria dos tratamentos, o que mostra
que Trichoderma spp., mesmo com a presenca do patdgeno no substrato, obteve resultados
positivos para a varidvel TBARS, quando comparado ao tratamento testemunha. Segundo Bernardy
et al. (2020), a peroxidacéo lipidica € o sintoma mais proeminente de estresse oxidativo nas plantas.

Em relacdo as proteinas solGveis, o tratamento com inoculacdo de T. koningiopsis 30 dias
antes do F. solani (T5) e os tratamentos com Trichoderma spp. e Fusarium spp. inoculados no
mesmo dia (T9, T11, T12, T13) obtiveram os maiores valores. A producdo de proteinas sollveis é
um dos mecanismos induzidos pela resposta de hipersensibilidade (HR) da relacdo entre patégeno
e hospedeiro, por isso, sdo conhecidas como proteinas relacionadas a patogénese (FERNANDES

et al., 2009).

4.4 CONCLUSOES

A aplicacdo de Trichoderma spp. no substrato € capaz de controlar a doenca podriddo-de-
raizes causada por F. oxysporum e F. solani em mudas de erva-mate.
Os isolados de Trichoderma spp. possuem efeito positivo no crescimento e induzem a

resisténcia das plantas de erva-mate.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

O controle biologico vem ganhando cada vez mais representatividade em diversas cadeias
produtivas mundiais, devido a plasticidade das espécies benéficas capazes de atuar
simbio6ticamente nas associacdes planta-organismos. Como pode ser observado no Capitulo I deste
estudo, Trichoderma spp. esta presente em ervais do Rio Grande do Sul, apresentando potencial
biocontrolador varidvel para Fusarium spp., causador da podriddo-de-raizes na cultura da erva-
mate, onde reduziu significativamente o crescimento do patégeno quando comparado a
testemunha.

Ainda com relacdo a sanidade dos ervais no RS, sdo poucas as pesquisas com a utilizacao
de agentes de biocontrole, mas sabe-se que em nivel mundial a utilizacdo de produtos quimicos e
manejo incorreto do solo acarreta em perda de biodiversidade dos ecossistemas e reducdo da
produtividade das areas cultivaveis. Nesse sentido, o controle bioldgico e seu agente de maior
destaque, Trichoderma spp., vem permitindo um maior aproveitamento dessas areas e reduzindo o
nivel de dano ambiental, uma vez que tendem a permanecer no solo ao passar do tempo.

No Capitulo Il, foi estudado o potencial Trichoderma spp. como agente biocontrolador in
vivo como promotor de crescimento e indutor de resisténcia de plantas de erva-mate. Como pode
ser observado, Trichoderma spp. atuou com eficiéncia no controle da doenca, tanto de forma
preventiva (30 dias antes) como de forma curativa (30 dias depois). Além disso, também promoveu
0 desenvolvimento da planta e atuou como indutor de resisténcia, uma vez que 0s tratamentos
submetidos a inoculacdo de Trichoderma spp. e Fusarium spp. no mesmo dia, juntamente com 0s
tratamentos em que Trichoderma spp. foram inoculados 30 dias antes que Fusarium spp.
apresentaram as menores atividade enzimas SOD e POD ligadas a inducéo de resisténcia, indicando
que nesses tratamentos o Trichoderma spp. pode ter ajudado na reducdo do estresse oxidativo
promovido pelo patdgeno, ndo necessitando ativar as enzimas antioxidantes. Além disso, 0s
tratamentos em que Trichoderma spp. foram inoculados 30 dias antes que Fusarium spp.
apresentaram maior contetdo de proteinas sollveis totais. Dessa forma, constatou-se que a acéo
“in vivo” de Trichoderma spp. controlou a podriddo-de-raizes, causada por F. oxysporum e F.
solani em mudas de erva-mate e que os isolados de Trichoderma spp. promoveramm o crescimento

e induziram a resisténcia das plantas de erva-mate.



