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RESUMO

Trichoderma spp. NO BIOCONTROLE DE Macrophomina phaseolina E NO
CRESCIMENTO DE FEIJOEIRO

AUTORA: JANAINA SILVA SAR~ZI
ORIENTADORA: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

Macrophomina phaseolina € um dos principais patégenos do feijoeiro, causando a doenca
conhecida como podriddo cinzenta, é disseminado via sementes e pode atacar diversas
espécies de plantas. Esse patdgeno € de dificil controle, por produzir estruturas de resisténcia
que Ihe permitem permanecer viavel no solo por um longo periodo de tempo. Diante disso, 0
uso de praticas como a rotacdo de culturas apresenta baixa eficiéncia de controle, no entanto,
a utilizacdo de organismos antagonistas pode ser uma medida efetiva no manejo desse
patégeno, auxiliando também na promocdo do crescimento das plantas. Sendo assim, o
objetivo do trabalho foi avaliar a acdo de Trichoderma spp. no biocontrole de M. phaseolina e
no crescimento de plantas de feijoeiro, bem como identificar os compostos produzidos por
Trichoderma spp. com potencial fungicida. Para tanto, foram utilizados dois isolados de
Trichoderma spp., um proveniente de formulacdo comercial e outro isolado de solo rizoférico
de feijoeiro, e dois isolados patogénicos de M. phaseolina. Analisou-se a agdo antagonica de
Trichoderma spp. sobre M. phaseolina por meio de pareamento de culturas e metabolitos
volateis e apos, determinou-se o meio de cultura liquido mais adequado para o cultivo do
antagonista quanto ao crescimento e atividade no biocontrole in vitro de M. phaseolina. Os
filtrados de cultura e os organismos vivos dos isolados de Trichoderma spp. foram utilizados
no tratamento de sementes para avaliagdo da promocdo de crescimento das plantas. Para
avaliar o controle da doenca, foi feita a aplicacdo do filtrado de cultura, bem como os esporos
dos organismos vivos do antagonista nas sementes, e a inoculacdo do patdgeno via substrato
ou contato direto com a semente. Por fim, foi realizada a identificacdo dos compostos com
potencial fungicida produzidos pelo antagonista por meio de analises em espectrofotdmetro e
cromatografia gasosa. Os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes em controlar o
crescimento micelial de M. phaseolina tanto no pareamento de culturas como por metaboélitos
volateis. Ambos os isolados de Trichoderma spp. produziram quitinase e somente T.
harzianum produziu B-1,3-glucanase. Isolados de Trichoderma spp. cultivados em meio
liquido produziram oxidrilas e &cidos graxos descritos na literatura com potencial fungicida e
de inducdo de respostas de defesa em plantas. A aplicacdo de Trichoderma spp., vivo ou
filtrado, via tratamento de sementes, foi capaz de controlar a doenca podriddo cinzenta do
caule, causada por M. phaseolina em feijoeiro. T. virens possui efeito positivo sobre o
crescimento das raizes de feijoeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Phaseolus vulgaris. Controle bioldgico. Filtrados de cultura. Metabolitos
secundarios.



ABSTRACT

Trichoderma spp. IN THE BIOCONTROL OF M. phaseolina AND IN COMMON
BEAN GROWTH

AUTHOR: JANAINA SILVA SARZI
ADVISOR: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

Macrophomina phaseolina is one of the main pathogens of common bean, causing the disease
known as charcoal rot, it is disseminated through seeds and able to attack many species of
plants. It is a difficult pathogen to control, since it produces resistance structures that allow it
to remain viable in the soil for a long period of time. Therefore, the use of practices such as
crop rotation present low control efficiency, however, using antagonist organisms may be an
effective measure in handling this pathogen, while also aiding in plant growth promotion.
Thus, the aim of this work has been to evaluate Trichoderma spp. action in the biocontrol of
M. phaseolina and in common bean plant growth, as well as identifying composts produced
by Trichoderma spp. with potential fungicide. In order to do so, two Trichoderma spp.
isolates were used, one of commercial formulation, and one of common bean rhizospheric
soil, as well as two pathogenic isolates of M. phaseolina. The antagonistic action of
Trichoderma spp. over M. phaseolina was evaluated through pairing of cultures and volatile
metabolites, the most adequate means of liquid culture for cultivating the antagonist as well as
growth and activity in in vitro biocontrol of M. Phaseolina have been determined
subsequently. Culture filtrates and living organisms of Trichoderma spp. isolates were used in
the treatment of seeds for evaluating growth promotion. In order to evaluate disease control,
application of filtrate culture has been made, along with spores of living organisms of the
antagonist in seeds as well as inoculation of the pathogen by substrate or direct contact with
the seed. Lastly, identification of composts with potential fungicide produced by the
antagonist was carried out through means of spectrophotometer analysis and gas
chromatography. Trichoderma spp. isolates have been efficient in controlling M. phaseolina
mycelial growth both in pairing of cultures as well as through volatile metabolites. Both
Trichoderma spp. isolates have produced chitinase and only T. harzianum has produced -1,3-
glucanase. Trichoderma spp. isolates cultivated in liquid environment have produced
hydroxyl and fatty acids described in literature with potential fungicide and induction of
defense response in plants. The application of Trichoderma spp. alive or filtered, through seed
treatment, has been capable of controlling charcoal rot disease from the stalk, caused by M.
phaseolina in common bean. T. virens has a positive effect over root growth in common bean.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Biological control. Culture filtrates. Secondary metabolites
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante cultura em ambito
nacional por ser um dos itens béasicos na alimentacdo e fonte de proteinas e carboidratos. E
uma cultura com ampla adaptacéo edafoclimatica, porém nessas circunstancias, muitas vezes,
as plantas ficam expostas a condi¢Ges e fatores desfavoraveis que podem acarretar em
injarias, destacando-se aquelas causadas por doengas. Uma ampla gama de patdgenos, de
origem fungica, viral ou bacteriana, pode atacar a cultura e acarretar perdas significativas na
producdo (ESTEFANI; MIRANDA FILHO; UESUGI, 2007). Os patdgenos habitantes do
solo, em geral, sdo mais dificeis de serem controlados, por apresentarem estruturas de
resisténcia que os permitem sobreviver em condicdes adversas do meio e na auséncia do
hospedeiro (AMORIM, 1995), sendo esse um dos fatores que contribuem para o
desenvolvimento de resisténcia aos métodos de controle usuais (SALES JR et al., 2005).

As sementes de feijdo sdo um dos principais meios de disseminacdo de patdgenos a
longas distancias e para novas areas, como também servem de meio para a sobrevivéncia de
patdgenos (MARINO et al., 2008). Considerando que apenas 19% dos agricultores utiliza
sementes certificadas de feijao (ABRASEM, 2016), a qualidade sanitaria e fisioldgica assume
papel importante na producéo.

Entre os principais patogenos transmitidos pelas sementes, destaca-se Macrophomina
phaseolina, agente causal da podriddo cinzenta do caule na cultura do feijoeiro (LOBO
JUNIOR; BRANDAO; MARTINS, 2013). Prejuizos a cultura associados & reducdo do
estande, desempenho produtivo insuficiente das plantas e baixa qualidade das sementes
produzidas quanto ao vigor e sanidade (CARDOSO, 1994) tornam M. phaseolina um dos
principais agentes causais de podriddes radiculares do feijoeiro, sendo que os danos sao
intensificados quando aliado a monocultura (CASA et al., 2011; VIEIRA JR et al., 2017).

O controle de M. phaseolina e outros patdgenos habitantes do solo é dificultado pois
esses apresentam baixa especificidade, alta agressividade e produzem estruturas de resisténcia
gue podem permanecer viaveis no solo por um longo periodo de tempo. Por sua vez, 0s
métodos de controle empregados apresentam resultados insatisfatorios quanto a redugdo dos
prejuizos, principalmente quando usados isoladamente. Diante disso, o controle biologico
torna-se uma importante ferramenta a agregar no manejo integrado de doencas, onde se busca
selecionar organismos efetivos no controle de enfermidades de plantas (ROMEIRO, 2007).
Fungos do género Trichoderma se destacam por serem o0s mais estudados e utilizados no

biocontrole de doencas em plantas, em funcdo da efetividade de acdo, principalmente por
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atuarem de diversas formas sobre o patdgeno, e também por possuirem mecanismos que
auxiliam na promocgao do crescimento das plantas (CHAGAS et al., 2017; MILANESI et al.,
2013a).

Espécies de Trichoderma possuem a capacidade de produzir metabdlitos secundarios,
0s quais podem variar de uma espécie para outra e entre os isolados da mesma espécie, bem
como na condicdo que eles estdo submetidos, dessa forma produzem efeitos variados sobre
patogenos de plantas (VINALE et al., 2014). E por se tratar de micro-organismos Vivos, 0S
antagonistas necessitam de condicGes adequadas que favorecam o seu crescimento e garantam
a efetividade de sua acéo, portanto, a utilizacdo de processos de fermentagdo em condicdes
controladas, permite uma melhor qualidade e maior producdo de enzimas de interesse para o
biocontrole de fitopatogenos (MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2005).

Sendo assim, a utilizacdo de fungos e de processos que estimulem a producdo de
substancias com acdo biocontroladora ou que atuem na inducéo de resisténcia e reducdo da
severidade de doencas ¢ uma importante ferramenta, pois permite uma maior protecdo as
plantas na fase inicial e outras fases do ciclo de cultivo e a reducéo da utilizacdo de defensivos
quimicos (JUNGES, 2016).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a agcdo de Trichoderma spp. no
biocontrole de M. phaseolina e no crescimento de plantas de feijoeiro, bem como identificar
0s compostos produzidos por Trichoderma spp. com potencial fungicida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO FENOEIRO

A cultura do feijoeiro estd difundida em todo territério nacional, como cultivo de
subsisténcia em pequenas propriedades de base familiar, até em sistemas de producdo com
tecnologias adaptadas a cultura (NETO, 2017). E uma cultura que se destaca no Brasil por sua
importancia econémica e nutricional aliada a sua relevancia do ponto de vista social, devido
ao seu cultivo se concentrar em pequenos estabelecimentos agropecuarios, na maioria com
base de trabalho familiar (TARSITANO; SANT’ANA; TARSITANO, 2015).

O Brasil se destaca por ser o terceiro maior produtor mundial de feijdo (NETO, 2017)
e apresentar 0 maior consumo no cenario internacional (CARVALHO et al., 2014). No Brasil
é possivel explorar a cultura em trés épocas distintas no mesmo ano, possibilitando trés safras
distribuidas em regiGes mais adequadas para cada uma delas. A primeira safra ou “safra das
aguas” € utilizada nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste e nos estados do Ceard, Rio Grande
do Norte e Bahia, sendo o cultivo realizado nos meses de agosto a novembro. Na segunda
safra ou “safra da seca” o cultivo ocorre entre os meses de dezembro a abril e abrange os
estados da regido Sul, Sudeste, Centro-Oeste e em Unico periodo de plantio no Norte, onde é
consorciado com o milho. A terceira safra, também designada como safra irrigada de inverno,
é cultivado entre os meses de abril a julho, no Centro-Sul do Brasil (EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2017).

O feijdo é uma cultura de dificil producdo, e algumas caracteristicas interferem na
variagdo dos pregos no processo de comercializagéo, tais como qualidade, armazenamento,
preferéncia de variedade e tipo, habito alimentar e variacdo do consumo per capita em
diferentes épocas (NETO, 2017). Além do preco, outros fatores influenciam a escolha do
produtor sobre o que semear na proxima safra, dentre eles o custo de producéo, liquidez da
cultura, produtividade e disponibilidade de recursos para financiamento (COMISSAO
TECNICA SUL-BRASILEIRA DE FEIJAO, 2012).

No Brasil ha trés principais tipos de feijdo cultivados comercialmente, o feijdo-comum
cores que compreende a 63% do volume produzido, seguido pelo feijdo-caupi com 19% e o
feijdo-comum preto com 18%, o qual é essencialmente, produzido no sul do pais, onde
aproximadamente 70% da sua producéo ¢ oriunda da primeira safra (COMISSAO TECNICA
SUL-BRASILEIRA DE FEIJAO, 2012). Na primeira e na terceira safra, o feijao-comum



14

cores € 0 mais produzido, enquanto que na segunda safra o feijdo-caupi ocupa a maior area
cultivada (CONAB, 2018a).

Os estados com maior producdo sdo o Parand, Minas Gerais, Goias, Bahia e Sao
Paulo, enquanto que o estado do Rio Grande do Sul ocupa a 82 colocacdo (CONAB, 2017).
No Rio Grande do Sul, o cultivo do feijdo é realizado em duas épocas de semeadura, a safra,
de setembro a novembro e a safrinha, de janeiro a fevereiro (DOMINGUES et. al, 2013). Na
safra se produz o feijao-comum cores e o feijdo-comum preto, e na safrinha se produz apenas
o feijdo-comum preto, que em geral € o mais produzido em funcdo da maior area cultivada
(CONAB, 2017).

Segundo dados da Conab (2018b), atualmente a média da produtividade de feijao no
Brasil ¢ de 978 kg.ha, com éarea cultivada nas trés safras de 3,082 milhGes de hectares,
conferindo uma produgio média total de 3,014 milhdes de t.ano™. Percebe-se um aumento no
consumo nacional de feijdo-comum nos ultimos anos, superando 17 kg.hab? (SILVA e
WANDER, 2013). Dessa forma, a cadeia produtiva do feijdo é voltada ao mercado interno,
pois toda a producdo € consumida no préprio pais, necessitando algumas vezes, importar de
outros paises por ndo ser autossuficiente (LEMOS; MINGOTTE; FARINELLI, 2015). No
segundo semestre, quando o produto nacional estd na entressafra é que sdo importadas as
maiores quantidades, tendo a Argentina, China e Bolivia como os principais fornecedores
(COMISSAO TECNICA SUL-BRASILEIRA DE FEIJAO, 2012).

Além da limitacdo da producdo da cultura para suprir o consumo interno, outros
problemas acometem a cultura, aumentando ainda mais a necessidade de importar o produto.
Atualmente, grande parte das cultivares de feijdo apresentam algum tipo de tolerdncia ou
resisténcia ao ataque de pragas e doencas, no entanto, o tratamento de sementes é uma préatica
relevante para a instalacdo da cultura no campo (SILVA, 2015). A utilizacdo de sementes de
baixa qualidade favorece a ocorréncia de doencas, especialmente por elas serem o principal

meio de disseminacdo de patogenos (MARINO et al., 2008).

2.2 DOENCAS DA CULTURA DO FENOEIRO

As doencas estdo entre os principais fatores que reduzem a producéo da cultura, uma
vez que o feijoeiro pode ser hospedeiro a inumeros patégenos, sendo eles fungos, bactérias,
virus ou nematoides (RIBEIRO et al., 2011). As condic¢Ges de temperatura e umidade, aliadas
a agressividade dos agentes causais e a suscetibilidade das cultivares, sdo determinantes para

a ocorréncia das doencas. Dessa forma, a importancia de cada doenca varia de acordo com as
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condi¢gdes ambientais, cultivar empregada e 0 manejo da cultura. As doencas em geral
possuem importancia, pois as perdas ocasionadas por elas normalmente séo altas,
frequentemente acima de 50%, podendo chegar a causar perdas totais em casos onde as
medidas de controle utilizadas ndo foram adequadas (COMISSAO TECNICA SUL-
BRASILEIRA DE FEIJAO, 2012). Em Lages-SC, os danos causados por podriddes
radiculares chegaram a gerar danos de até 26% na producdo de gréos de feijdo cultivado em
monocultura (VIEIRA JR et al., 2017).

As doencas fungicas sdo as mais impactantes para a cultura e sdo divididas em
doencas causadas por patdégenos de parte aérea e habitantes do solo. Segundo Bianchini;
Maringoni e Carneiro (2005), os patdgenos de parte aérea sdo aqueles em que seus sintomas
sdo manifestados nas hastes, cotilédones, vagens, sementes, mas principalmente nas folhas, na
forma de manchas de diferentes cores e formatos, lesdes e pustulas. Esses patdgenos nédo
apresentam capacidade de sobreviver no solo, assim, ao destruir os restos de cultura, tendem a
desaparecer das areas de cultivo (RIBEIRO et al., 2011).

Por outro lado, os sintomas provenientes do ataque de patégenos habitantes do solo
séo inicialmente, observados na raiz, no colo e no caule, na forma de manchas encharcadas
estendendo-se a podriddes ou lesGes, até atingir toda a planta causando clorose, desfolha
precoce e murcha que pode levar a seca total da planta (MANOS; OLIVEIRA; MARTINS,
2013). As doencas causadas por esses patdgenos sdao de dificil controle, uma vez que,
diferente dos patégenos de parte aérea, esses possuem estruturas de resisténcia, que lhes
permite viabilidade durante varios anos mesmo na auséncia do hospedeiro. Devido as
cultivares de feijoeiro apresentarem variabilidade quanto a resisténcia a patégenos radiculares,
ha gendtipos mais resistentes e outros mais suscetiveis, e, portanto, a utilizagdo de cultivares
resistentes pode ser uma ferramenta no manejo de doencas causadas por esses patdgenos na
lavoura (MIRANDA; LOBO JUNIOR; CUNHA, 2007). Barbosa e Gonzaga (2012), ressaltam
que as perdas na producdo por esses patégenos podem chegar a 100%, tanto de forma indireta,
através do aumento no custo de producdo em areas condenadas, ou diretamente,

inviabilizando os cultivos comerciais.

2.2.1 Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., agente causal da podridao cinzenta do caule

na cultura do feijoeiro, € um exemplo de patégeno habitante de solo e transmitido via
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semente. A ocorréncia da doenca depende de condi¢des especificas de temperaturas elevadas
por varios dias consecutivos, aliada a baixa umidade (FIALHO; PAPA; CERESINI, 2015).

Na regido noroeste do Rio Grande do Sul, foi relatada como sendo uma das principais
doencas na cultura do feijoeiro, onde o patdgeno mostra-se agressivo, causando perdas
significativas na producéo, especialmente em anos com alta temperatura e em solos com baixa
umidade e compactados, frequentemente observados na regido (KOTZ et al., 2016). Em
lavouras situadas no municipio de Muitos Capfes-RS, M. phaseolina esteve entre 0s
principais agentes causais de podrid6es radiculares no feijoeiro comum (CASA et al., 2011).
M. phaseolina também foi o agente causal predominante em plantas de feijoeiro com
podridGes radiculares em lavouras no municipio de Lages-SC, quando aliado a monocultura
intensificaram a ocorréncia de podriddes radiculares (VIEIRA JR et al., 2017).

M. phaseolina é capaz de sobreviver no solo sob condi¢Ges adversas na forma de
microescler6dio ou em restos de cultura em picnidios (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005). E um fungo polifago, possuindo cerca de 300 espécies vegetais como
hospedeiras, tanto gramineas como leguminosas, e a forma de disseminacdo predominante é
por meio de sementes contaminadas, implementos agricolas, agua de irrigacdo, vento e
animais (FIALHO; PAPA; CERESINI, 2015).

Quando o patdgeno infecta as plantas no inicio do estabelecimento, seja por estar
presente na semente ou pelos microesclerddios e/ou micélios do fungo que sobreviveram no
solo, apresentam cancros escuros, deprimidos, com margens bem definidas, frequentemente
com anéis concéntricos, que podem rodear completamente o caule, e, acima da lesdo a
plantula pode amarelecer e murchar, ou quebrar-se ao nivel da mesma (CARDOSO, 1990). Ja
em plantas desenvolvidas, os sintomas progridem mais lentamente, causando raquitismo,
clorose e desfolhamento prematuro, especialmente ao lado da lesdo, na qual aparecem massas
de microesclerddios, 0 seu centro torna-se cinza e aparecem numerosos corpos frutiferos
macroscopicos, denominados picnidios (MANOS; OLIVEIRA; MARTINS, 2013). As
sementes podem ser infectadas quando as vagens entram em contato com o solo contaminado,
bem como, quando a palhada infectada entra em contato com os graos na debulha das vagens,

comumente verificado em pequenas propriedades no processo de colheita.

2.3 CONTROLE DE PATOGENOS HABITANTES DO SOLO

Em funcgdo dos patégenos habitantes do solo apresentarem estruturas de resisténcia e

varios hospedeiros alternativos, a rotacdo de culturas, uma das principais praticas empregadas
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no controle cultural, apresenta pouca resposta, porém, é utilizada visando reduzir a quantidade
de estruturas viaveis do fungo no solo.

Devido grande parte dos patdgenos serem transmitidos por sementes, é indispensavel
que estas sejam de boa qualidade, bem como, preconiza-se a realizagdo do tratamento de
sementes, para que permita a instalagdo da cultura e o desenvolvimento de plantas vigorosas
(RIBEIRO et al., 2011). A termoterapia também é uma medida eficiente de fécil aplicacédo e
baixo custo no controle de patdgenos associados a semente, onde utiliza a sensibilidade
diferencial a temperatura entre o patégeno e a semente, que tem uma acao sistémica e sem
efeitos ao meio ambiente, ndo comprometendo o consumo da semente. No entanto, essa
medida ndo apresenta efeito residual, ndo € eficiente para patdgenos localizados internamente
e apresenta dificuldade de aplicacdo em grandes volumes de sementes (BEVILAQUA et al.,
2013).

H& uma caréncia de produtos quimicos destinados ao controle de patdgenos
radiculares, bem como uma limitacdo nos mecanismos de agdo e consequentemente, na
eficiéncia de controle, tornando iminente o surgimento de populacdes de patégenos
resistentes. No entanto, os produtos quimicos comerciais existentes apresentam um alto poder
residual, sdo extremamente toxicos para as populacdes microbianas do solo e fontes hidricas
(SALES JR et al., 2005). Dessa forma, o controle biologico é uma medida efetiva no controle
de doencas causadas por patégenos habitantes do solo, especialmente pelo fato de outras
praticas de controle serem limitadas na reducdo da densidade de inéculos de patdgenos
(LOBO JUNIOR, 2016), com vantagens de periodo de controle/agdo maior, baixo impacto

ambiental e baixo risco a saude humana e animal (SOARES et al., 2016).

2.3.1 Controle bioldgico de patdgenos habitantes do solo

O controle biologico de fitopatdgenos atua na manipulacdo do ambiente, de forma a
favorecer a populacdo de micro-organismos benéficos presentes ou, introduzir de forma
massal, antagonistas, linhagens ndo patogénicas ou outros organismos ou agentes benéficos
(MORANDI; BETTIOL; PAULA JUNIOR, 2014). Os micro-organismos utilizados no
controle bioldgico de fitopatdgenos com acdo antifungica, por serem o0s principais
componentes da microflora de solos nativos e agricolas, possuem melhores resultados no
controle de patégenos habitantes do solo (GUZMAN-GUZMAN et al., 2019). Antagonistas

isolados de rizosfera de plantas sintomaticas, mostraram-se mais eficazes no controle da
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doenca (MILANESI et al., 2013b), especialmente por estarem mais bem adequados as
condigdes do ambiente.

Os micro-organismos antagonistas podem atuar de diversas formas em oposi¢cdo aos
patdgenos e a consequente reducdo da ocorréncia das doencgas. Dentre 0os mecanismos de
controle por eles utilizados, incluem a antibiose, a competigdo, parasitismo, predagéo,
hipoviruléncia, inducdo de resisténcia e protecdo cruzada (MARIANO; SILVEIRA; GOMES,
2005). Dentre os fungos utilizados no biocontrole de fitopatdgenos, o género Trichoderma se
destaca por ser um dos mais estudados, em funcdo da sua eficiéncia no controle, possibilitada

pelos diferentes mecanismos de acéo apresentados (MACHADO et al., 2012).

2.3.2 Trichoderma spp. no controle bioldgico de doencgas e promocéo do crescimento das

plantas

Fungos do género Trichoderma sdo considerados de vida livre, contudo, também
parasitam outros fungos (MEDEIROS e MONTEIRO, 2015) ou sobrevivem em restos de
cultura, relacionando-se com as raizes, o solo e o interior das plantas (POMELLA e
RIBEIRO, 2009). Dentre os mecanismos ja identificados e geralmente utilizados por fungos
do género Trichoderma no controle de fitopatégenos destacam-se a antiobiose (SILVA et al.,
2008), a competicdo (BARBOSA; MEZA, 2009), o micoparasitismo (SILVA et al., 2017) e a
inducdo de resisténcia (PEDRO et al., 2012).

Em estudos realizados por Nascimento et al., (2016), mostraram que isolados de
Trichoderma spp. foram efetivos na inibicdo do crescimento micelial de patégenos habitantes
do solo como Sclerotium rolfsii e Macrophomina phaseolina, bem como, inibiram o
crescimento dos microesclerddios (estrutura de sobrevivéncia) de M. phaseolina. Além disso,
Trichoderma spp. também mostrou potencial positivo no acimulo de biomassa nas culturas de
soja, feijao-caupi, arroz e milho (CHAGAS et al., 2017).

Estudos comprovam que isolados de Trichoderma spp. podem promover o
crescimento em plantas, em fungdo de melhorar a nutrigéo das plantas pela solubilizagéo de
fosforo e produzirem substancias promotoras de crescimento por meio da sintese de &cido
indol acético (AIA) (OLIVEIRA et al., 2012). O fésforo é responsavel por desempenhar
diversas fungdes na planta, atua na fotossintese, no armazenamento e transferéncia de energia,
na divisdo celular e no crescimento das células, dessa forma, além de promover o crescimento
prematuro das raizes, o fosforo auxilia as raizes e as plantulas a se desenvolverem mais

rapidamente, melhora a eficiéncia no uso da agua, bem como, em algumas plantas favorece a
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resisténcia as doengas (POTASH & PHOSPHATE INSTITUTE, 1998). O AIA é responsavel
em promover o crescimento de raizes e a proliferacdo de pelos radiculares, melhorando a
absorcéo de nutrientes e agua do solo e, consequentemente, melhorando o desenvolvimento
da planta (CABALLERO-MELLADO, 2006).

A producéo de enzimas por fungos ocorre naturalmente, seja conferindo resisténcia a
fitopatdgenos ou produzindo fitorreguladores que podem aumentar o desenvolvimento vegetal
(PEIXOTO NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004). No entanto, processos de cultivo e
fermentacdo desses micro-organismos sdo realizados em condi¢Ges controladas, para que
permitam uma melhor qualidade e maior produgdo de enzimas de interesse, destinadas ao
biocontrole de fitopatogenos (MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2005). Estudos mostram
gue a submissao de micro-organismos endofiticos, tais como o Trichoderma, a condicdes de
meio excitantes ou adequadas ao seu desenvolvimento, otimiza a producdo de compostos e
estimula a producdo de metabdlitos secundarios biologicamente ativos (KUSARI,
HERTWECK; SPITELLER, 2012). Junges (2016) identificou a producgdo de &cidos graxos e
oxidrilas produzidos por Trichoderma spp. com potencial fungicida e de inducdo de resposta

de defesa em plantas, que reduziram a severidade e o progresso da antracnose no feijoeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fitopatologia “Dr* Elocy Minussi” e na
casa de vegetacdo do Departamento de Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais
(CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O cultivo em meio liquido dos
antagonistas, bem como as analises quimicas foram realizadas no Laboratorio Biotech Factory

do Departamento de Engenharia Quimica do Centro de Tecnologia da UFSM.

3.2 ENSAIOS IN VITRO

3.2.1 Origem e caracteriza¢do dos micro-organismos

Como agentes de controle bioldgico, foram utilizados dois isolados do género
Trichoderma, sendo, “T. harzianum”, proveniente de formulacdo comercial, Ecotrich® —
Produto registrado no MAPA sob o n° 04213, com 1 x 10'° UFC/g e formulagdo em po
molhavel, e outro isolado codificado como “TF1”, coletado de solo rizosférico em lavoura
com cultivo de feijoeiro no municipio de Roque Gonzales, localizado na regido noroeste do
estado do Rio Grande do Sul, coordenadas geogréaficas 28° 07 53’ S e 55° 01’ 32> W. Como
patdgeno desafiante, foram utilizados dois isolados virulentos de Macrophomina phaseolina,
um proveniente da micoteca da Universidade Federal de Pelotas, codificado como “PEL” e
outro da Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), codificado como “2101”.

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos isolados de Trichoderma
spp. foi determinado a partir da transferéncia de discos (5mm) de meio batata-dextrose-agar
(BDA) com estruturas de ambos os isolados do fungo para placas com meio BDA, que foram
mantidas a 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 h. Foram utilizadas quatro repeti¢des, sendo cada
uma constituida por uma placa de Petri (90 mm). O crescimento micelial de cada isolado foi
avaliado diariamente até os cinco dias de incubacdo, quando uma das repeticdes colonizou
toda a superficie do meio de cultura, mensurando dois sentidos diametralmente opostos da
colbnia, obtendo-se a média do crescimento micelial. Os dados foram utilizados para o
calculo do IVCM, empregando-se a formula de Maguire (1962):

IVCM=%(D-Da)/N
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Em que:
IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial
D: Didmetro médio atual
Da: Diametro médio anterior
N: Numero de dias ap6s a inoculagéo

A esporulagdo dos isolados de Trichoderma spp. foi avaliada aos sete dias de
incubacdo, pela adicdo de 10 mL de agua destilada e esterilizada, acrescida de uma gota do
emulsificante Tween 80® em cada uma das placas, apds procedeu-se a raspagem das colonias
e filtragem em camada dupla de gaze. A suspensdo foi agitada por 30 segundos e, com auxilio
de uma micropipeta, retirou-se 1 mL e depositou-se na camara de Neubauer, para estimar a
concentracdo de conidios (conidios.mL™). A coloragdo das col6nias foi observada aos sete
dias de incubacdo, com o auxilio da carta de cores Munsell Soil Color Chart (2009) e a
caracterizagdo dos conidios de Trichoderma por meio da mensuragdo da largura e
comprimento de 30 conidios.

3.2.2 Identificacdo molecular dos isolados PEL e TF1

O DNA foi extraido por meio da raspagem no crescimento micelial do fungo crescido
em meio de cultivo BDA, usando o Kit de extracdo ZR Fungal/Bacterial DNA Mini Prep
(Zymo Research, Irvine, EUA). Apds a extracdo do DNA, foi amplificado parte do gene do
fator de elongacdo 1l-alpha (EF1) com o par de primers A-TEF F: 5’-
CCTTCAAGTACGCYTGGGTTC-3’ e A-TEF R: 5° -TTCTTGGAGTCACCGGCAA-3’
(PERRONE et al., 2011).

As reacOes foram efetuadas em um ciclador térmico de PCR ( PTC-100 Bio-Rad)
utilizando-se 25 pl de uma solucéo contendo 17,35 pl de &gua ultra pura (milli-Q), 0,8 ul de
dNTP (8 mM), 2,5 ul de tampéo 10X, 0,5 pl de cada primer (10 uM), 1,25 ul de MgCI2 (50
mM), 0,5 pl de DNA polimerase (2,5 unidades) e 2,0 pul de DNA. O programa de PCR
consistiu em um passo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a
68 °C por 1 minuto, seguido de um passo final de extenséo a 68 °C por 10 minutos.

Apos a amplificacdo, foi realizada a eletroforese para verificar a amplificacdo em gel
de agarose a 1,5% e tampédo TBE 1X. As amostras de DNA foram coradas com BlueGreen
Loading Dye I® (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) e observadas em luz ultravioleta. Os

produtos da PCR foram purificados com o kit Gen Elute PCR clean-up Kit® (Sigma, Saint
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Louis, EUA), seguindo as instrucbes do fabricante. O sequenciamento das amostras foi
realizado no sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster,
EUA).

3.2.3 Pareamento de culturas e metabolitos volateis

Para avaliar o potencial dos isolados antagonistas do género Trichoderma na inibicao
do crescimento micelial dos isolados patogénicos de M. phaseolina, foi utilizada a técnica de
confrontacdo direta. Para tanto, discos de micélio do fitopatdgeno + BDA foram retirados de
placas onde os mesmos foram cultivados, separadamente, por sete dias e, posteriormente estes
foram depositados a 1,0 cm da borda interna de outra placa de Petri contendo meio de cultura
BDA. Apos, foi realizada a transferéncia individual de discos de mesmo diametro dos
isolados de Trichoderma, previamente cultivados em meio de cultura BDA por sete dias,
colocando-os de forma oposta aos discos do patdgeno. As placas foram mantidas a
temperatura de 25 +-2°C e fotoperiodo de 12 h, realizando medidas diarias de crescimento
micelial até o patégeno colonizar toda a superficie do meio nas placas Testemunha.

O efeito inibidor de metabdlitos volateis produzidos pelos isolados de Trichoderma
spp. foi testado por meio da utilizacdo de duas bases de placas de Petri de 90 mm de didmetro
contendo BDA, sendo transferido para o centro de uma placa, um disco (5mm) da cultura do
patdgeno e no centro de outra placa um disco (5 mm) da cultura do antagonista, ambos
previamente cultivados por sete dias, apos as bases das placas foram sobrepostas e unidas com
plastico filme. Como testemunha, foram sobrepostas duas bases contendo o patégeno e outra
somente meio BDA. As placas foram incubadas a 25 +-2°C e fotoperiodo de 12 h até o
patdgeno colonizar toda a superficie do meio nas placas Testemunha.

Apds os testes de pareamento de culturas e metabdlitos volateis foi calculado o IVCM
conforme a formula de Maguire (1962) citada no item 3.2.1 e o percentual de inibicdo do

crescimento micelial empregando-se a formula:

((Crescimento micelial da testemunha — crescimento micelial do tratamento)/(Crescimento

micelial da testemunha)) x 100.

Cada tratamento foi composto por quatro repeticbes em andlise fatorial 3x2
(Antagonista: 2 isolados de Trichoderma spp. e auséncia de Trichoderma spp. x Patdgeno: 2

isolados de M. phaseolina) e delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram



23

submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott utilizando
o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

3.2.4 Producao de filtrado de cultura de Trichoderma spp. em diferentes meios de

cultura

Os processos de fermentacdo submersa dos micro-organismos antagonistas foram
executados conforme metodologia de Junges (2016). Foi realizado o cultivo dos dois isolados
de Trichoderma spp. em Erlenmeyers de 250 mL contendo meio de cultura liquido, composto
por agua destilada, sacarose, agua de maceracdo de milho (AMM) e extrato de levedura (EL).
O potencial de hidrogénio (pH) foi ajustado para cada tratamento e os meios foram
autoclavados por 20 minutos a 1 atm. Apo6s o resfriamento dos meios a temperatura ambiente,
adicionou-se 1 mL da concentragdo de esporos dos isolados de Trichoderma spp. para cada
100 mL de meio que em seguida foram incubados em Shaker (Tecnal® shakermodel TE-420)
a 28°C, por 96 horas sob agitacdo agitacdo constante ajustada para cada tratamento (Tabela 1).
Para o delineamento experimental utilizou-se a matriz do planejamento fatorial Placket

Burman, para avaliar o efeito das variaveis que compdem os meios de cultura.

Tabela 1- Tratamentos dos meios de cultura liquido compostos por sacarose, agua de
maceracao de milho (AMM), extrato de levedura (EL), concentracao de esporos,
agitacdo do meio e o potencial de hidrogénio (pH) ajustado para cada tratamento,
para o crescimento dos isolados de Trichoderma spp.

Tratamento dézﬁra?ja EI__1 AM!\l/I oH Sacar_?se Agitacdo Concentracdo

(mL) (9.L) (9.L) (g.L™) (rpm) de esporos
1 1000 7,5 20 7 50 100 10’
2 1000 7,5 20 7 50 180 10°
3 1000 7,5 20 7 100 180 10°
4 1000 7,5 20 5 100 180 10’
5 1000 7,5 20 7 100 100 10’
6 1000 7,5 20 5 50 180 10’
7 1000 7,5 20 5 100 100 10°
8 1000 7,5 20 5 50 100 10°
9 1000 7,5 20 6 75 140 106
10 1000 7,5 20 6 75 140 106
11 1000 7,5 20 6 75 140 106
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Apos o periodo de incubagdo, os meios de cultura foram filtrados primeiramente, em
membrana milipore® de 11 micras com auxilio de bomba de vacuo, removendo a biomassa
microbiana que foi depositada em placas de Petri e transferidas para estufa a 105°C durante 24
horas para determinar a biomassa fangica seca. Em seguida foi realizada uma segunda
filtragem dos meios em membrana milipore® de 0,22 micras, para remocdo das células

fangicas, posteriormente, as amostras foram congeladas para posterior uso e anélise.

3.2.5 Metabdlitos ndo volateis e enzimas de Trichoderma spp. na inibi¢ao do crescimento

micelial de M. phaseolina

Para a avaliacdo do efeito inibitorio de metabolitos ndo volateis e enzimas produzidas
pelos isolados de Trichoderma spp. na fermentacdo submersa, foi utilizada a metodologia
descrita por Furlani et al. (2007) com modificages.

Apos os isolados de Trichoderma spp. passarem pelo processo de fermentacdo e
filtragem, originaram o filtrado de cultura com a presenca de metabdlitos e enzimas, o qual foi
incorporado ao meio BDA na proporcdo de 10 mL do filtrado de cultura para cada 100 mL de
meio BDA. Apos a solidificacdo do meio, foi depositado, no centro de cada placa, um disco
de 5mm de didmetro de estruturas de cada um dos isolados fitopatogénicos com sete dias de
crescimento em meio BDA. Para o tratamento testemunha, foi depositado um disco de mesmo
diametro do fitopatégeno, em meio de cultura BDA, sem a presenca do filtrado de cultura na
placa. A cada dia de incubacdo em BOD a 25° +/- 2 °C e fotoperiodo de 12 h, foi avaliado o
crescimento micelial do patégeno, por meio da mensuracdo do didmetro da coldnia em dois
sentidos opostos determinando-se a média do crescimento micelial para posterior célculo do
percentual de inibicdo do crescimento micelial conforme férmula citada no item 3.2.3.

Cada tratamento foi composto por quatro repeticbes em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo
teste de Scott-Knott utilizando o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). O tratamento
com o filtrado de cultura que obteve a maior inibi¢gdo do crescimento micelial foi escolhido
como a condi¢do mais adequada para a realizagdo da fermentacdo submersa e utilizado para

0s testes in vivo.
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3.2.6 Determinagéo da atividade de quitinase

O procedimento para determinacdo da atividade de quitinase consistiu em adicionar
0,005 g de quitina ¢ 250 pL do caldo enzimdtico de cada tratamento em tubos de ensaio
preenchidos com 250 uL de solucdo tampdo (acetato de sodio). Para o tratamento testemunha
foi adicionado mais 250 uL de solugdo tampdo em substituicdo ao caldo enziméatico. Apos
essa solucdo foi incubada a 37 °C durante 1h em banho termostatico. Decorrido o tempo,
adicionou-se 0,5 mL de reagente DNS, agitou-se em vdrtex e incubou-se a 100 °C por 5
minutos novamente em banho termostatico, em seguida os tubos foram imersos em banho de
gelo e adicionados 8 mL de tartarato de sodio e potassio em cada um dos tubos.
Posteriormente, foram executadas as leituras de concentracdo de quitinase por meio de
analises no espectrofotdmetro a 540 nm, sendo calculada por fim a atividade de quitinase
conforme a férmula:

A (U/mL) = C*0,0753*D

Em que:

A: Atividade de quitinase

D: diluicdo (realizada quando foi preciso diluir a solugdo enzimética).

C: concentragdo determinada a partir do método DNS calculada através da equacdo da
reta da curva de calibracéo.

Os ensaios foram realizados em triplicata em delineamento inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott utilizando o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

3.2.7 Determinacao da atividade de p-1,3-glucanase

O procedimento para a determinagdo da enzima [-1,3-glucanase, consistiu em
adicionar 10 pL. do caldo enzimdtico em 90 pL de solucdo 1% de laminarina (0,05g de
laminarina em 5mL de solugdo tampdo (acetato de sodio) 50nM pH 5) e 400uL de solucédo
tampé&o. Para o tratamento testemunha foi adicionado mais 10 puL de tampdo em substitui¢ao
ao caldo enzimatico, todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Apos a mistura
reacional foi incubada a 45 °C durante 30 min. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de reagente
DNS, agitou-se em vortex e incubou-se a 100 °C por 5 minutos em banho-termostatico. Apos

0s tubos foram imersos em banho de gelo e adicionados 8 mL de tartarato de sodio e potassio.
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Posteriormente, foram executadas as leituras de concentragdo de B-1,3-glucanase por meio de
analises no espectrofotometro a 540 nm e calculado a atividade de B-1,3-glucanase segundo a
formula:

A (U/mL) = C*0,1850*D

Em que:

A: Atividade de B-1,3-glucanase

D: diluicdo (realizada quando foi preciso diluir a solu¢do enzimatica).

C: concentragdo determinada a partir do método DNS calculada através da equacdo da
reta da curva de calibragéo.

3.2.8 Analise cromatogréafica dos compostos presentes no filtrado de cultura de

Trichoderma spp.

3.2.8.1 Procedimento de extracéo

Uma aliquota de 10 mL dos filtrados de cultura de T. harzianum e T. virens (TF1),
sem células do micro-organismo, foi adicionada a 50 mL dos solventes organicos, etanol,
metanol, acetato de etila e hexano. As solucdes permaneceram em agitacdo constante em
temperatura ambiente, acopladas a condensador por 24 h. Decorrido este periodo foram
colocadas para precipitar em tubo de ensaio por 24 h (etanol e metanol) e 2 h (acetato de etila)

e 1 h (hexano). O sobrenadante foi acondicionado em refrigerador para analises.

3.2.8.2 Equipamentos e procedimento para cromatografia gasosa

As amostras foram analisadas em um sistema GC-Q / MS. Para isso, utilizou-se um
autoamostrador tipo injetor da série AOC-20is (Shimadzu, Kyoto, Japdo), o cromatografo a
gas do modelo GC-2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e o espectrometro de massa do
modelo GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Utilizou-se uma coluna de silica
fundida Rtx®-5ms GC (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,25 micron de espessura de filme) com 5% de
difenil e 95% de dimetil polisiloxano (Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA). O gas
Hélio foi utilizado para o transporte a uma vazdo de 1,69 mL.min' para as amostras
dissolvidas em acetato de etila e hexano e 1,33 mL.min* para as amostras dissolvidas em

metanol e etanol. Para todas as amostras a temperatura de injecdo foi mantida a 270 °C.
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Um volume de 1 puL de cada amostra foi injetado com uma razao de separagdo de 1:10.
Para as amostras dissolvidas em acetato de etila e hexano, a temperatura do forno foi
aumentada de 50 °C para 280 °C a uma taxa de 5 °C.min%, e mantida por 15 min. Para as
amostras dissolvidas em metanol e etanol, a temperatura do forno foi aumentada de 100 °C
para 310 °C a uma taxa de 5 °C.min%, e mantida por 15 min. A temperatura da interface para
todas as amostras foi mantida a 280 °C e a temperatura da fonte de ions a 280 °C. Os
espectros de massa foram registados ao longo de 35-500 amu, a 0,30 scan/s para as amostras
dissolvidas em acetato de etila e hexano e acima de 35-700 amu, a 0,30 scan/s para as
amostras dissolvidas em metanol e etanol. Os volateis foram identificados por espectrémetro
de massa quadrupolo com o modo de impacto de elétrons (El) gerado a 70 eV no modo de
aquisicdo de varredura. A identificacdo de componentes individuais foi feita usando os seus
indices de retencao relativos com o Registro Wiley de Dados Espectrais de Massa (Palisade

Corporation, Newfield, NY).

3.3 ENSAIOS IN VIVO

Os filtrados de cultura de Trichoderma spp. que obtiveram os maiores valores de
inibicdo do crescimento micelial do patégeno nas avaliagdes in vitro, foram escolhidos para
0s ensaios in vivo. Em fungéo disso, utilizou-se, para T. harzianum o tratamento 8, cuja a
condicdo de crescimento foi: pH 5, agitacdo de 100rpm, 50g.L! de sacarose e 10°
conidios.mL? e para T. virens (TF1) o tratamento 4, onde empregou-se a condi¢cdo de

crescimento: pH 5, agitacdo de 180rpm, 100g.L™* de sacarose e 107 conidios.mL™.

3.3.1 Atividade bioldgica de filtrado de cultura e organismo vivo de Trichoderma spp.

sobre plantulas de feijoeiro

O teste de germinacdo das sementes e crescimento das plantulas de feijoeiro foi
desenvolvido em laboratorio sob condicbes de ambiente favordvel e controlado, utilizando
sementes da cultivar IPR Gralna, que foram submetidas a tratamento com os dois isolados de
Trichoderma spp. Tanto os filtrados de cultura como 0s organismos vivos (suspensdo de
esporos viaveis) dos isolados de Trichoderma spp. foram utilizados no tratamento de

sementes.
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Filtrado de cultura: O tratamento das sementes foi realizado com a aplicagéo de 2 mL do
filtrado de cultura de cada isolado de Trichoderma spp., para cada 100 sementes de feijdo.
Apbs a aplicacdo, as sementes foram colocadas em sacos plasticos e homogeneizadas.
Organismo vivo: Foram utilizados 2 mL da suspensdo de esporos de cada isolado de
Trichoderma spp., na concentragdo de 1 x 10° UFC/mL para T. harzianum e 1 x 10" UFC/mL
para T. virens (TF1) em 100 sementes, que apds foram homogeneizadas em sacos plasticos.

O tratamento testemunha consistiu na aplicacdo de 2 mL de &gua destilada e
esterilizada em substituicdo ao tratamento com o filtrado de cultura ou organismo vivo. Foram
utilizadas 400 sementes em cada tratamento, divididas em oito repeticbes de 50 sementes,
semeadas em rolo de papel filtro umedecido com &gua destilada e esterilizada na proporg¢éo de
2,5 vezes a massa seca do papel. Posteriormente, os rolos contendo as sementes foram
mantidos em camara climatica tipo BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h.

Decorrido o tempo de incubacdo, foi contabilizado o percentual de germinacdo na
primeira contagem (PC) aos cinco dias e, na germinacao final (G) aos nove dias (BRASIL,
2009). Na primeira contagem de germinacdo foram escolhidas aleatoriamente, dez plantulas
normais do terco superior da folha de papel de cada repeticdo, e medido o comprimento da
parte aérea e da raiz por meio da separacdo das partes com um corte na regido do colo da
planta. Em seguida, cada uma das partes foi colocada em sacos de papel identificados e
levados a estufa de secagem a 65 °C por 48 h para a determinacdo da massa seca.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as méedias comparadas pelo teste de Scott-Knott utilizando o software
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

3.3.2 Trichoderma spp. na reducéo da severidade de M. phaseolina e no crescimento de

plantas de feijoeiro

Para esse experimento foram utilizadas sementes de feijdo da cultivar IPR Gralna,
previamente desinfestadas em banho de alcool 70% por 30 segundos, banho em hipoclorito de
sodio 1% por 30 segundos, seguido por trés banhos de 30 segundos cada em agua destilada e
esterilizada. As sementes permaneceram em temperatura ambiente para secagem sob papel
filtro. Como agentes de controle biologico foram utilizados dois isolados de Trichoderma, na
forma de organismo vivo ou de filtrado de cultura, aplicados via tratamento de sementes.

Como fitopatogenos foram utilizados os dois isolados virulentos de M. phaseolina, 0s

quais foram inoculados via substrato ou contato direto com a semente (Tabela 2). No
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tratamento testemunha, néo foi realizado o tratamento das sementes com os antagonistas nem

a inoculacao do patdgeno.

Tabela 2- Composicéo dos tratamentos de acordo com a aplicacdo do antagonista nas
sementes e inoculagdo do patdgeno via substrato ou contato direto com a semente.

Tratamento Tratamento das sementes com o antagonista Inoculagdo patdgeno
1 Organismo vivo de Trichoderma harzianum via substrato-PEL
2 Organismo vivo de Trichoderma harzianum via semente- PEL
3 Organismo vivo de Trichoderma harzianum via substrato-2101
4 Organismo vivo de Trichoderma harzianum via semente-2101
5 Organismo vivo de Trichoderma harzianum Auséncia do patégeno
6 Filtrado de cultura de Trichoderma harzianum via substrato-PEL
7 Filtrado de cultura de Trichoderma harzianum via semente- PEL
8 Filtrado de cultura de Trichoderma harzianum via substrato-2101
9 Filtrado de cultura de Trichoderma harzianum via semente-2101
10 Filtrado de cultura de Trichoderma harzianum Auséncia do patdgeno
11 Organismo vivo de T. virens (TF1) via substrato-PEL
12 Organismo vivo de T. virens (TF1) via semente- PEL
13 Organismo vivo de T. virens (TF1) via substrato-2101
14 Organismo vivo de T. virens (TF1) via semente-2101
15 Organismo vivo de T. virens (TF1) Auséncia do patégeno
16 Filtrado de cultura de T. virens (TF1) via substrato-PEL
17 Filtrado de cultura de T. virens (TF1) via semente- PEL
18 Filtrado de cultura de T. virens (TF1) via substrato-2101
19 Filtrado de cultura de T. virens (TF1) via semente-2101
20 Filtrado de cultura de T. virens (TF1) Auséncia do patdgeno
21 Auséncia de Trichoderma spp. via substrato-PEL
22 Auséncia de Trichoderma spp. via semente- PEL
23 Auséncia de Trichoderma spp. via substrato-2101
24 Auséncia de Trichoderma spp. via semente-2101
25 Auséncia de Trichoderma spp. Auséncia do patdgeno

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich; via substrato-PEL: Isolado de M. phaseolina, proveniente da micoteca da
Universidade Federal de Pelotas, codificado como PEL, inoculado via substrato; via semente-PEL: Isolado de M.
phaseolina, proveniente da micoteca da Universidade Federal de Pelotas, codificado como PEL, inoculado via
semente; via substrato-2101: Isolado de M. phaseolina, proveniente da Colecdo de Culturas de Fungos
Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), codificado
como 2101, inoculado via substrato; via semente 2101: Isolado de M. phaseolina, proveniente da Colecdo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), codificado como 2101, inoculado via semente.

Aplicacao dos antagonistas via tratamento de sementes
As sementes foram tratadas com os dois isolados de Trichoderma spp.,

individualmente, apds a inoculacdo do patdgeno, por meio da aplicacdo de 2 mL dos filtrados
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de cultura ou dos organismos vivos (suspenséo de esporos viaveis na concentragdo de 10° para

T. harzianum e 107 para T. virens (TF1), para cada 100 sementes.

Inoculacédo do patogeno via semente

Vinte sementes foram depositadas sobre colonias de M. phaseolina, desenvolvida em
meio de cultura BDA durante 15 dias a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h, e
permaneceram em contato com o fungo nas mesmas condi¢fes por 48 h de acordo com a

metodologia de Silva et al. (2016) com modificaces.

Inoculacdo do patdgeno via substrato

Para o cultivo do patogeno foram utilizados Erlenmeyers contendo grdos de arroz sem
casca, previamente umedecidos com agua destilada (6 mL de agua/ 10 g de arroz) e
posteriormente esterilizados em autoclave por 20 minutos a 120 °C. Apo6s o resfriamento dos
grdos, foram adicionados 10 discos de 5 mm contendo micélio, provenientes de culturas puras
de M. phaseolina e incubados em BOD por nove dias a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente, os grdos de arroz foram depositados a uma profundidade de 5 cm e sobre eles
foram colocadas as sementes de feijao, de acordo com a metodologia de Cruciol e Costa
(2018) com modificagdes.

O experimento foi instalado em marco de 2018, e as plantas foram cultivadas em
copos plasticos com capacidade de 770 mL preenchidos com substrato comercial e mantidas
em casa de vegetacdo durante a execu¢do do experimento (20 dias).

A severidade da doenca foi avaliada por meio de uma escala de notas de Schoonhoven
e Pastor-Corrales (1987), que variou de 1 a 9, onde: 1- auséncia de sintomas visiveis da
doenca; 3- sintomas da doenca restritos aos cotilédones ou o ponto de inoculacdo; 5-
aproximadamente 10% do hipocétilo e ramos inferiores coberto de lesdes e muitas vezes
combinado com estruturas de frutificacdo do fungo; 7- aproximadamente 25% do hipocaétilo e
ramos inferiores coberto de lesGes e, muitas vezes, combinado com estruturas de frutificacéo
do fungo; 9- Aproximadamente 50% ou mais do hipocétilo e ramos inferiores cobertos de
lesGes e com um grande numero de estruturas frutiferas do fungo.

A partir dessa escala de notas, aos 10 e 20 dias ap0s a semeadura foi determinado o

X(Y*Xy)
(Xexh)

indice de Doenca (MCKINNEY, 1923): ID (%) = +100,em que: ID= Indice de

Doenca; Y= numero de plantas com determinada nota; Xy= nota observada; X:= nimero total

de plantas avaliadas; h= nota méxima da escala.
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Com a mesma escala de notas foi determinada a Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenca (AACPD) utilizando os valores de severidade da doenca avaliados aos 10, 15 e 20

Yi+Y;

dias apos a semeadura (CAMPBELL e MADDEN, 1990): AACPD = ), [( > ) * (t, —t1) ]

em que Y1 e Y2 sdo duas avaliacbes consecutivas realizadas nos tempos ti e to,
respectivamente.

Cada tratamento foi composto por quatro repeti¢cdes, em que cada planta representou
uma unidade experimental. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em
analise fatorial 5x5 (Antagonista: 2 isolados de Trichoderma spp., 2 formas do antagonista:
organismo Vivo e filtrado de cultura e, auséncia de Trichoderma spp. x Patégeno: 2 isolados
de M. phaseolina, 2 formas de inoculagdo do patdgeno: via semente ou substrato e, auséncia
do patégeno). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo
teste de Scott-Knott utilizando o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

A atividade bioldgica do organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp.
sobre as plantas de feijoeiro foi avaliada aos 20 dias apds a semeadura. Apenas nas plantas
que receberam tratamento com Trichoderma spp. e ndo foram inoculadas com o pat6geno foi
mensurado o comprimento da parte aérea e da raiz, por meio da separacdo das partes com um
corte na regido do colo da planta. Em seguida, cada um dos segmentos foi colocado em sacos
de papel identificados e levados a estufa de secagem a 65 °C por 96 h para a determinacdo da
massa seca.

Os tratamentos utilizados nessa analise foram: 1) tratamento de sementes com o
organismo vivo de T. virens (TF1); 2) tratamento de sementes com o filtrado de cultura de T.
virens (TF1); 3) tratamento de sementes com o0 organismo vivo de T. harzianum; 4)
tratamento de sementes com o filtrado de cultura de T. harzianum e; 5) Testemunha:
tratamento de sementes com agua destilada e esterilizada. Cada tratamento foi composto por
quatro repeticbes em delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Scott-Knott utilizando o software
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIQOS IN VITRO

4.1.1 Caracterizagdo morfoldgica dos isolados de Trichoderma spp.

Avaliando os dados referentes a caracterizagdo morfologica dos isolados de
Trichoderma spp., verifica-se que a esporulagio média foi de 2,56.10° e 2,73.10" esporos.mL"
! para T. virens (TF1) e T. harzianum respectivamente (Tabela 3). O didmetro médio final
das coldnias de ambos os isolados de Trichoderma spp. foi de 90 mm. O indice de velocidade
de crescimento micelial (IVCM) para T. harzianum foi de 6,78 mm.dia® e para T. virens
(TF1) foi de 5,36 mm.dia’ demonstrando similaridade entre os isolados quanto ao
crescimento micelial in vitro. Bomfim et al. (2010) avaliando o crescimento de isolados de
Trichoderma spp. também observaram que T. virens e T. harzianum apresentaram
crescimento micelial similar, sem diferirem estatisticamente.

A variacdo do tamanho dos conidios entre os isolados foi baixa, a média do
comprimento de 30 conidios para ambos os isolados foi a mesma (3,71 pum) enquanto que a
largura para T. harzianum foi um pouco superior (3,10 um) a do T. virens (TF1) (2,82 um).
Por outro lado, Guimardes et al. (2016) analisando cinco isolados de T. harzianum,
observaram que os conidios apresentaram medidas médias de 2,6 x 2,1 pum, as quais sdo

inferiores as encontradas nesse estudo.

Tabela 3- Caracteristicas morfoldgicas de isolados de Trichoderma spp. cultivados em meio
batata-dextrose-agar (BDA)

Conidio <
Isolado Esp. D.C. IVCM_l comp. larg. Coloraigqo
(mm) (mm.dia™) da colbnia
(um)  (pm)
T. harzianum  2,73.10° 90,00 6,78 3,71 3,10 Verde acinzentado
T.virens (TF1) 2,56.10° 90,00 5,36 3,71 2,82  Cinza claro esverdeado

Esp.: Esporulagéo aos sete dias; D. C.: Diametro da coldnia; IVCM: indice de velocidade de crescimento
micelial; Comp.: comprimento; Larg.: largura.

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich.

Em relacdo a coloracdo, avaliada por meio da Carta de Cores de Munsell, houve

variacdo entre os isolados, sendo que para T. harzianum foi verde acinzentado, enquanto que
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para T. virens (TF1) a coloracéo foi cinza claro esverdeado (Figura 1). Segundo Saito et al.
(2011) a cloragdo da col6nia é influenciada pela quantidade de conidios, podendo variar entre
tons de verde, as vezes muito claro. Dessa forma, devido T. virens (TF1) ter apresentado
menor esporulacdo em relacdo a T. harzianum a coloracdo da sua colénia também foi mais

clara.

Figura 1- Col6nias de T. virens (TF1) (A) e T. harzianum (B) em meio batata-dextrose-agar
(BDA)

Milan et al. (2015) afirmam que as caracteristicas dos isolados de Trichoderma estdo
mais ligadas a natureza do micro-organismo do que as condi¢bes que os conidios estdo
submetidos. Sanchez Lépez et al. (2012) ressaltam que, embora pertencendo a mesma
espécie, algumas caracteristicas sao especificas de cada isolado, dependendo do seu habitat
natural e das condigdes que estavam submetidos.

4.1.2 Identificacdo molecular dos isolados PEL e TF1

Com o sequenciamento da regido do fator de elongagdo (TEF1-a) por PCR (Figuras 2
e 3), e comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank, foi construido o dendrograma
para essa regido utilizando o método Maximum Likelihood Tree, obtendo-se altos valores de
cobertura e similaridade, que aumentam a confiabilidade do alinhamento. Observou-se que o

isolado TF1 de Trichoderma foi colocado no mesmo grupo que a espécie Trichoderma virens
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com bootstrap igual a 100. Este isolado foi depositado no GenBank e tem como numero de
acesso MK450344. O isolado PEL de Macrophomina foi colocado no mesmo grupo que

Macrophomina phaseolina com bootstrap igual a 81, e seu numero de acesso no GenBank é
MK450343.

Figura 2- Dendrograma baseado no método Maximum Likelihood Tree derivado das
sequéncias da regido do fator de elongacao (TEF1-a), com base em 1000 réplicas de
bootstrap, do isolado TF1 (Trichoderma virens) e de sequéncias obtidas no
GenBank de diferentes isolados de Trichoderma spp. O nimero nas ramificacdes
representa o valor de bootstrap

gn r ABE07GI0. ] Trichodermea citrinoviride
99 \L DQ207063. 1 Trichoderma longibrachiaten
DO2O7062. 1 Trichadarma lorgibrachictum
ABENTG41. 1 Trichoderma citrinaviride
3545651 Trchaderma reesei
| 499[6@354366.5 Trichoderma reessi
HP747344,. 1 Trichaderma virans
FTE79008. 1 Trichoderma virens
b 100 | XD 12204.1 Trichoderma virens
& 77!
Frga7 640, Hpocrea lixi
a1 EF488121.1 Trichoderma hardianim
* JING04904. 1 Hypocrea fixii
56 FI4a3311. ] Trichoderma hardanum
9a LAT46331 2.0 Trichaderma harzianum
GUIIRE231.] Trichaderma asperellum
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——— MHG47788.1 Trichoderma atroviride

100 ‘FMHM?F?GU Trichoderma atroviride
7oL MEaLTI77. 1 Trichoderma atroviride
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Figura 3- Dendrograma baseado no método Maximum Likelihood Tree derivado das
sequéncias da regido do fator de elongacao (TEF1-a), com base em 1000 réplicas de
bootstrap, do isolado PEL (Macrophomina phaseolina) e de sequéncias obtidas no
GenBank de diferentes isolados da familia Botryosphaeriaceae. O numero nas
ramificacOes representa o valor de bootstrap

FEZI5100. 1 Macrophaming phassolina

FAER0003, 1 Macrophoming phasealina

KEZ15089.1 Macrophaoming phassolina

FFI5IR07. 1 Macraphaming phassalinag
® rEL

‘{ GL23E237.1 Macrophowming phassealing

i

—_

100

o KE226710.1 Macrophominag phassoling
FXZ213002. 1 Macraphominag phasaalina
|KF952.E 48,1 Macrophomina peeudophaseolina
100 | KFD52153.1 Macrophomina peeudophaseaiing
100 | ME43G106.] Caphinforma atravirens
| MF436109.1 Caphinforma atrovirens
az | JASI 30201 Fusicaccum fabicarcianum
KC154504.) Fusicocoum fabicercianum
95 HMI70507. 1 Botryosphaeria dothidec
?FX.’SIS&EQ.I Botrposphasria dothidea

72l IXL1 36024, 1 Botryosphaeria dotiidec

4.1.3 Pareamento de culturas e metabolitos volateis

No pareamento de culturas (Tabela 4), pdde-se observar que todos os tratamentos com
Trichoderma spp. interferiram no crescimento micelial dos dois isolados de M. phaseolina.
Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) néo houve interacdo significativa
entre Trichoderma spp. e os isolados de M. phaseolina, no entanto, ha diferencga estatistica
entre os isolados de Trichoderma spp. e M. phaseolina separadamente. T. virens (TF1)
proveniente de solo rizosférico de feijoeiro foi 0 que proporcionou maior interferéncia no
IVCM com valores de 4,68 e 6,32 mm.dia™ respectivamente para os isolados PEL e 2101,
diferenciando-se estatisticamente de T. harzianum. Entretanto, Bomfim et al. (2010)
avaliando o crescimento de Rhizopus stolonifer pareado com isolados de Trichoderma spp.,
observaram que T. harzianum foi capaz de interferir com maior intensidade o crescimento

micelial do patégeno, quando comparado a T. virens.
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Tabela 4- indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e percentual de inibicao de
crescimento micelial de M. phaseolina confrontada com Trichoderma spp. no teste
de pareamento de culturas

IVCM (mm.dia™) % Inibicéo
Trichoderma spp. M. phaseolina Média M. phaseolina
PEL 2101 PEL 2101
T. harzianum 5,79 7,01 6,40 b* 24,51 Ab 25,33 Ab
T. virens (TF1) 4,68 6,32 550c 43,93 Aa 35,51 Ba
Testemunha 7,47 8,51 8,00 a - -
Média 598b 7,28a - - -
CV (%) 5,05 7,60

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

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich; PEL: isolado de Macrophomina phaseolina, proveniente da micoteca da
Universidade Federal de Pelotas; 2101:isolado de Macrophomina phaseolina proveniente da Colegéo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

Para o percentual de inibicdo, houve interacdo significativa entre os fatores
(Trichoderma spp. x M. phaseolina). Os isolados de M. phaseolina obtiveram maior reducéo
do crescimento micelial quando confrontados com T. virens (TF1) (43,93 e 35,51%, para PEL
e 2101, respectivamente). Por outro lado, Das; Haridas e Sabu (2019) estudando a acdo de T.
harzianum por meio do confronto direto contra Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani
causadores da podriddo mole do gengibre (Zingiber officinale Rosc.) e Phytopthora capsici
causador da podriddo do pé em pimenta preta (Piper nigrum L.), encontraram valores de
inibicdo superiores e que chegaram a 78,3, 45,3 e 65,3% respectivamente para cada um dos
patdgenos. Haddad et al. (2017) identificaram a capacidade de T. virens em inibir a
germinacdo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum e reduzir os efeitos negativos do
patdgeno na germinacdo das sementes e crescimento das plantas de soja. Djonovi¢ et al.
(2007) identificaram que o menor crescimento e esporulagdo de mutantes de T. virens em
relagcdo a sua forma selvagem, ndo afetaram a sua capacidade micoparasita e de biocontrole,
mostrando que esta ndo é uma limitacéo para a producéo de enzimas.

Observa-se que os isolados de Trichoderma spp. também apresentaram a capacidade
de produzir metabdlitos volateis, sendo este mais um mecanismo que pode ser utilizado por

esses micro-organismos a fim de controlar o crescimento micelial de patdégenos (Tabela 5).
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Tabela 5- indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e percentual de inibicdo do
crescimento micelial de M. phaseolina confrontada com Trichoderma spp. no teste
de metabolitos volateis

IVCM (mm.dia™) % Inibicéo

M. phaseolina M. phaseolina

Trichoderma spp. PEL 2101 Média PEL 2101 Média
T. harzianum 7,00 1,82 4,41 b* 21,98 61,40 41,69 b
T. virens (TF1) 4,82 1,36 3,09¢ 36,38 68,72 52,54 a
Testemunha 8,18 4,29 6,23 a
Média 6,67 a 2,49 b 29,18 b 65,06 a
CV (%) 22,09 20,95

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

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich; PEL: isolado de Macrophomina phaseolina, proveniente da micoteca da
Universidade Federal de Pelotas; 2101:isolado de Macrophomina phaseolina proveniente da Colegéo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

Os fatores avaliados, patdgeno e antagonista, ndo apresentaram interacdo significativa
em nenhuma das varidveis analisadas, porém, pode-se observar que T. virens (TF1) mais uma
vez apresentou maior capacidade de interferir no crescimento micelial do patdgeno,
observado no IVCM e no percentual de inibicdo do crescimento micelial de ambos os isolados
patogénicos. Para o tratamento com T. harzianum o IVCM foi de 4,41 mm.dia? e para T.
virens (TF1) foi de 3,09 cm.dia. No percentual de inibicdo, T. virens (TF1) foi responsavel
por inibir 52,54% do crescimento micelial do patégeno, diferenciando-se estatisticamente de
T. harzianum que inibiu 41,69%. Micro-organismos que possuem a capacidade de produzir
metabolitos de efeito fungistatico ou fungicida que impedem a germinagdo de esporos ou o
crescimento e esporulacdo de fitopatégenos, vem a somar em programas de biocontrole
(SOLINO et al., 2017).

Em outros estudos, a eficiéncia dos isolados de Trichoderma spp. na inibi¢do do
crescimento micelial de fitopatdgenos, diferenciou-se nos testes de pareamento de culturas e
metabolitos volateis, mostrando que os isolados dos antagonistas podem apresentar diferencas
guanto aos mecanismos de acdo em cada um dos testes (ISAIAS et al., 2014). Nesse mesmo
estudo, foi possivel observar que isolados de Trichoderma spp. foram capazes de inibir mais
de 60% o crescimento micelial de fitopatdgenos no teste de metabdlitos volateis,
corroborando aos resultados encontrados no presente estudo. Metabolitos volateis de

Trichoderma spp. também foram relatados em outros estudos, apresentando grande eficiéncia
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na inibicdo do crescimento micelial e da producdo de microesclerédios de M. phaseolina
(BROETTO et al., 2014).

Os resultados de ambos os testes mostraram de que a acdo de Trichoderma spp. na
inibicdo do crescimento micelial do patdégeno foi maior quando estes apresentavam menor
IVCM isoladamente, observado no isolado PEL no pareamento de culturas, e no isolado 2101
no teste de metabdlitos volateis, favorecendo a acdo do antagonista mais rapida. A acéo de
Trichoderma spp. também se torna mais eficiente se linhagens desse antagonista apresentarem
mais de um mecanismo ac¢do (parasitismo, antibiose, competicdo, entre outros) assim, quando
confrontados com o patdgeno, ha um maior potencial no controle deste (MACHADO et al.,
2012).

4.1.4 Metabdlitos ndo volateis e enzimas de Trichoderma spp. na inibi¢ao do crescimento

micelial de M. phaseolina

E possivel observar que para T. virens os tratamentos 2, 3, 4 e 6 obtiveram maior
biomassa fangica seca e foram influenciados especialmente pela agitacdo de 180 rpm (Tabela
6). Para T. harzianum o tratamento 6 apresentou maior biomassa flngica seca, porém, apesar
da agitacdo do meio também ser igual a 180 rpm, outros fatores podem ter influenciado o
resultado, visto que os demais tratamentos com a mesma agitacdo diferiram estatisticamente
deste (Tabela 7).

Apenas para T. virens (TF1) a condicdo de agitacdo de 180 rpm também esteve
presente no tratamento que apresentou maior inibi¢cdo do crescimento micelial do patdgeno
(tratamento 4), possivelmente pelo antagonista utilizar dessa condicdo para se desenvolver
vegetativamente e em menor intensidade para a producdo de metabdlitos com acdo fungicida.
Em estudo realizado por Soares e Maringoni (2018), com Fusarium spp., a agitacdo do meio
promoveu diferenciacdo da coloracdo da col6nia, possivelmente em funcdo da producdo de
substancias e pigmentos, bem como, na producdo de uma densa camada micelial branca na

superficie dos tratamentos sem agitacéo.
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Tabela 6- Biomassa fungica seca de filtrados de cultura de T. virens e o efeito dos filtrados no
crescimento micelial de Macrophomina phaseolina

% %

Sacarose Agitacdo Concentracao Biomassa fingica Inibigio  Inibigéo

Tratamento  pH

(g.LY)  (rpm) de esporos seca (g) PEL 2101

1 7 50 100 107 0,90 ¢ 1,13¢c  8,26b
2 7 50 180 10° 1,58 a 1,93¢c  0,00c
3 7 100 180 10° 1,49 a 1,32¢  7,70b
4 5 100 180 107 1,78 a 1763a 3645a
5 7 100 100 107 0,90 ¢ 247c¢ 2,88¢C
6 5 50 180 107 1,72a 971b  8,08b
7 5 100 100 10° 0,73 ¢ 2,15¢ 527 ¢C
8 5 50 100 10° 0,83¢ 282¢c  14,05b
9 6 75 140 108 1,25b 073¢c  1.20¢c
10 6 75 140 10° 1,19b 1,19 ¢ 0,38 ¢
11 6 75 140 108 0,98 ¢ 592¢  1119¢
CV (%) 14,00 61,69 74,02

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

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich; PEL: isolado de Macrophomina phaseolina, proveniente da micoteca da
Universidade Federal de Pelotas; 2101:isolado de Macrophomina phaseolina proveniente da Colegéo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

Para ambos os isolados de M. phaseolina os resultados dos filtrado de cultura de
Trichoderma spp. apresentaram grande similaridade em relacdo ao tratamento com maior
percentual de inibicdo do crescimento micelial, sendo que para T. virens (TF1) o tratamento
que apresentou maior inibigdo foi 0 4 (pH 5, agitagdo de 180 rpm, 100g.L* de sacarose e 10’
conidios.mL™), e para T. harzianum o tratamento foi o 8 (pH 5, agitacdo de 100rpm, 50g.L™*
de sacarose e 10° conidios.mL™). Pdde-se observar que para ambos os tratamentos o pH é
igual a 5, ja comprovado pela literatura que fungos de forma geral, desenvolvem-se melhor
em meios com pH neutro ou ligeiramente acido (MELLO; REIS; SILVA, 2011).

Outros estudos também relatam a eficiéncia na utilizacdo de filtrados de cultura de
Trichoderma no controle de patdgenos habitantes do solo, tais como Sclerotinia sclerotiorum,
em que se observou a acdo de isolados de Trichoderma spp. por meio de metabolitos volateis
em conjunto aos metabdlitos ndo termo-labeis (filtrados de cultura), ressaltando a importancia
de se selecionar isolados que atuam utilizando mais de um mecanismo, conferindo-lhe

vantagem quando liberado no meio ambiente (LOUZADA et al., 2016).
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Tabela 7- Biomassa fungica seca de filtrados de cultura de T. harzianum e o efeito dos
filtrados no crescimento micelial de Macrophomina phaseolina

Tratamento  pH Sacargse Agitacdo Concentracdo Biomassa flingica Init(;/io(;éo Init(;/io(;éo
(9.L) (rpm) de esporos seca (g) PEL 2101

1 7 50 100 107 0,54 ¢ 0,00d 2325b

2 7 50 180 10° 0,67 ¢ 000d 29,72a

3 7 100 180 10° 0,56 ¢ 0,18d  26,88a

4 5 100 180 107 1,14 b 6,74b  19,34b

5 7 100 100 107 0,48 ¢ 000d 1534b

6 5 50 180 107 1,50 a 332c 2596a

7 5 100 100 10° 0,53 ¢ 0,00d 17,70b

8 5 50 100 10° 0,93¢ 2421ad 32,77 a

9 6 75 140 10° 0,86 ¢ 046d  20,53b

10 6 75 140 108 0,79 ¢ 1,75d  26,63a

11 6 75 140 10° 0,70 ¢ 000d 27.87a
CV (%) 24,84 57,10 21,17

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

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich; PEL: isolado de Macrophomina phaseolina, proveniente da micoteca da
Universidade Federal de Pelotas; 2101:isolado de Macrophomina phaseolina proveniente da Colegéo de
Culturas de Fungos Fitopatogénicos, "Prof. Maria Menezes" da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

4.1.5 Atividade de quitinase

Na Tabela 8, pode-se observar a diferenciacdo na atividade de quitinase entre 0s
tratamentos testados, em que para T. harzianum o tratamento que apresentou maior atividade
foi 0 de nimero 5 com atividade enzimética de 0,75 U/mL e para T. virens (TF1) o tratamento
que proporcionou maior atividade foi o 7 com valor de 0,175 U/mL. Esses tratamentos tém
em comum a agitacio de 100 rpm e a quantidade de sacarose de 100g.L!. Pardmetros de
fermentacdo como o tempo e condigdes do meio podem influenciar na produgéo de
metabdlitos secundarios (PFEFFERLE et al., 2000), sendo que a otimizac&o das condi¢des de
cultura pode levar a producdo de compostos mais eficazes (SPECIAN et al., 2014). Ribas;
Sand; Matsumura (2014) encontraram concentragdes superiores de atividade de quitinase de
isolados de Trichoderma spp., cultivados em meio modificado de Mandel e Reese, por 96 h,
as quais variaram de 7,86 a 13,54 U/mL, possivelmente devido a presenga de micélio de

Bipolaris sorokiniana no meio, o que induziu maior producédo da enzima.
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Tabela 8- Atividade de quitinase dos filtrados de cultura de Trichoderma spp. em funcao dos
tratamentos em meio de cultura liquido compostos por sacarose, &gua de maceracao
de milho (AMM), extrato de levedura (EL), concentracdo de esporos, agitacdo do
meio e o potencial de hidrogénio (pH) ajustado para cada tratamento

Sacarose Agitacdo Concentracdo  Atividade de quitinase (U/mL)
(g.L Y (rpm) de esporos T. harzianum  T. virens (TF1)

Tratamento pH

1 7 50 100 107 0,043 a 0,021¢g
2 7 50 180 10° 0,042 a 0,025 f
3 7 100 180 10° 0,061 a 0,037 ¢
4 5 100 180 107 0,065 a 0,061 d
5 7 100 100 107 0,752 ¢ 0,024 g
6 5 50 180 107 0,204 ¢ 0,035 ¢
7 5 100 100 10° 0,062 a 01754
8 5 50 100 10° 0,538 d 0,030 f
9 6 75 140 10° 0,061 a 0,093 ¢
10 6 75 140 10° 0,116 b 0,100 b
11 6 75 140 10° 0,052 a 0,042 ¢
CV (%) 15,46 6,62

*Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.
T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich.

O tratamento 8 de T. harzianum, que apresentou eficiéncia na inibi¢cdo do crescimento
micelial do patégeno (Tabela 7), também apresentou alta atividade da enzima quitinase
(Tabela 8), podendo esta ser uma das enzimas que atua na inibicdo do crescimento micelial do
patégeno. Trichoderma spp. ao utilizar diferentes genes da quitinase, degrada a quitina que €
um dos principais componentes da parede celular de fungos fitopatogénicos (PANDIAN;
RAJA; SHARMA, 2018).

4.1.6 Atividade de p-1,3-glucanase

Para a determinagdo da atividade de [-1,3-glucanase, foram selecionados os
tratamentos dos filtrados de cultura de Trichoderma spp. que apresentaram maior percentual
de inibicdo do crescimento micelial do patogeno. Dessa forma, para T. harzianum foi
utilizado o tratamento 8, cuja condicéo de crescimento foi: pH 5, agitagdo de 100rpm, 50g.L*
de sacarose e 10° conidios.mL™? e para T. virens (TF1) foi utilizado o tratamento 4 com a
condicdo de: pH 5, agitacdo de 180 rpm, 100g.L™ de sacarose e 107 conidios.mL™. T.



42

harzianum apresentou atividade de 0,86 U/mL, entretanto, T. virens (TF1) ndo apresentou
atividade enzimatica (Tabela 9). Por outro lado, Djonovi¢ et al. (2007) constataram a
capacidade de mutantes de T. virens expressarem dois genes relacionados a duas enzimas
degradadoras de glucana (B-1,3 e B-1,6-glucanase) na mesma espécie genética, com uma agéo
mais ampla e sobre maiores concentracfes de fitopatdgenos quando comparado a sua forma
selvagem, além disso, obteve maiores niveis das enzimas quanto maior a concentracdo do

patdgeno presente.

Tabela 9- Atividade de B-1,3-glucanasedos filtrados de cultura de Trichoderma spp., na
condicdo 4 (pH 5, agitacdo de 180 rpm, 100g.L™* de sacarose e 10 conidios.mL™)
para T. virens (TF1) e condicéo 8 (pH 5, agitacdo de 100 rpm, 50g.L* de sacarose e
10° conidios.mL™) para T. harzianum

Trichoderma oH Sacarose  Agitacdo Concentracdo  Atividade

(g.L (rpm) de esporos (U/mL)
T. virens (TF1) 5 100 180 107 0
T. harzianum 5 50 100 10° 0,86

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich.

Em estudo realizado por Chaibub et al. (2016), Cladosporium sp. também foi utilizado
como antagonista no controle de Magnaporthe oryzae, agente causal da brusone do arroz, e
constatou-se a a¢do direta do antagonista sobre o patégeno, bem como, induzindo resisténcia a
planta através da ativacdo de enzimas de defesa, dentre elas a B-1,3-glucanase. Segundo
Marco e Felix (2007), a atividade enzimética de p-1,3-glucanase de Trichoderma harzianum é
estimulada quando na presenga de paredes celulares do fungo fitopatogénico Pythium spp., as
quais sdo compostas por B-glucano. Lima et al. (2017) avaliando a atividade de B-1,3-
glucanase de T. harzianum em meio suplementado com micélio de Guignardia citricarpa,
observaram maior expressdao da atividade nas primeiras horas de crescimento (48 h),
possivelmente pela producdo dessa enzima ser oriunda do metabolismo primério do fungo
antagonista, e, ap0s, observou-se um pico maior as 96 h de cultivo, provavelmente devido a
degradacdo da parede celular do patdgeno.

Devido a parede celular de M. phaseolina ser composta por quitina e -1,3-glucana
(BROETTO et al., 2014), a produgdo de quitinases ¢ 3-1,3-glucanase por parte de isolados de

Trichoderma spp. age diretamente na inibicdo do seu desenvolvimento, impedindo o
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crescimento fungico, colonizagdo do tecido vegetal e progresso da doenca (SOUSA et al.,
2018).

4.1.7 Analise cromatografica dos compostos presentes no filtrado de cultura de

Trichoderma spp.

A melhor condi¢do de inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, foi
encontrada no tratamento 4 (pH 5, agitacio de 180 rpm, 100g.L? de sacarose e 10’
conidios.mL™1) e 8 (pH 5, agitacdo de 100 rpm, 50g.L* de sacarose e 10° conidios.mL™), para
T. virens (TF1) e T. harzianum respectivamente. Com base nesses resultados, realizou-se a
separacdo dos componentes quimicos desses filtrados de cultura por meio de solventes, com
diferentes polaridades. Nas tabelas 10 e 11 é possivel observar os constituintes quimicos
majoritarios destes filtrados de cultura, sendo que esses constituintes variaram conforme o
solvente utilizado para a extracao liquido-liquido.

A analise cromatogréafica demonstrou a presenca de oxidrilas em ambos os filtrados de
Trichoderma spp., e a presenca de &cidos graxos também foi observada no filtrado de T.
virens (TF1), além de outros compostos. A utilizacdo do Hexano como extrator permitiu
identificar outros compostos presentes na solucao, tais como éster, alcano, epdxido, composto
aromatico, iménio e alcoxido. A utilizacdo dos solventes acetato de etila (polaridade
intermediaria), metanol e etanol (polares), por apresentarem maior solubilidade em &gua,
identificaram as oxidrilas, as quais apresentam o grupo funcional -OH que sdo sollveis em
solventes polares, em funcédo da associacdo resultante das ligagdes de hidrogénio (MARTINS;
LOPES; ANDRADE, 2013). As oxidrilas, também chamadas de hidroxilas, sdo espécies
ativas de oxigénio que desempenham varias funcbes de resposta de defesa das plantas ao
reconhecer um ataque patogénico, estimulando o sistema de sinalizagcdo imunoldgica da
planta (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

A utilizagdo de metanol também identificou &cidos graxos, apesar deste composto ser
considerado apolar, em funcéo de apresentar uma cadeia carbénica maior, a parte da cadeia
ligada ao grupo carboxila (COOH) e polar devido ao O ser eletronegativo, e por isso
apresentou solubilidade em metanol. Os &cidos graxos tém acéo antimicrobiana sobre fungos,
especialmente na membrana celular destes, pois causam aumento na fluidez da membrana,
resultando em desorganizagdo generalizada, que leva a alteragbes conformacionais e
extravasamento dos componentes intracelulares (POHL; KOCK; THIBANE, 2011).
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Tabela 10- Identificacdo dos trés principais componentes presentes no filtrado de cultura de Trichoderma virens (TF1) (isolado de solo
rizosférico de feijoeiro) extraidos com quatro solventes: hexano, acetato de etila, metanol e etanol, o tempo de retencdo (TR) (min), a

unidade area (UA) e a area (%)

HEXANO ACETATO ETILA METANOL ETANOL
NOMENCLATURA IUPAC TR Area TR Area TR Area TR Area
min o) ming YA ) ming YA @) min N (o)
ACIDOS GRAXOS
Cyclopropaneoctanoic acid, 2-hexyl-, methyl e 25,715 22919 17,19
OXIDRILAS
1-Butanol, 3-methyl- 3,771 487796 7,18
2,3- Butanediol, [R-(R*,R*)]- 4,400 639231 9,41
2,3- Butanediol, [R-(R*,R*)]- 4,559 535304 7,88
Phenylethyl Alcohol 5,481 52734 39,54
4-(1-hydroxy-ethyl). gamma. Butanolactone 7,224 57701 43,27 7,236 30440 9,83
Benzeneethanol (CAS) 5,466 29569 9,55
OUTROS COMPOSTOS

Ethanone, 1-(3-ethyloxiranyl)-(CAS) 7,039 1464594 9,82
Ethanone, 1-(3-butyloxiranyl)-(CAS) 7,482 1173783 7,87
Diazene, cyclohexylmethyl-, 1-oxide, (E)-(CAS) 8,105 567716 3,81
Benzene, methyl- (CAS) 4,285 631896 9,31

Methyl stearate

26,147 38875 12,55
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Tabela 11- Identificacdo dos trés principais componentes presentes no filtrado de cultura de Trichoderma harzianum (proveniente do produto
comercial Ecotrich) extraidos com quatro solventes: hexano, acetato de etila, metanol e etanol, o tempo de retencdo (TR) (min), a unidade area

(UA) e a area (%)

HEXANO ACETATO ETILA METANOL ETANOL
NOMENCLATURA IUPAC TR Area TR Area TR Area TR Area
mip A o) min) P @) (min) A ) minp YA ()
OXIDRILAS
2-Hydroxy-gamma-butyrolactone 3,857 65334 9,88 3,854 81793 7,94
Acetate, 2-butenyl-4-hydroxy-3-methyl 10,177 48420 7,32 10,178 56343 5,47
Guanosine (CAS) 11,645 547393 82,79
Xanthosine (CAS) 11,755 589371 57,21
OUTROS COMPOSTOS

Ethanone, 1-(3-ethyloxiranyl)- (CAS)
3-BUTENYL HEXYL ETHER
Hexacosane (CAS)

Hexadecanoic acid, methyl ester
8-Hexadecenal, 14-methyl-, (2)
2-Butyl-3-methyl-5-(2-methylprop-2-enyl)cyclo

7,024 1806026 8,70
7,467 1556089 7,50
45,419 1002567 4,83

32,386 6111171 7,02
39,300 5814583 6,68
40,205 4820079 5,54
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4.2 ENSAIOS IN VIVO

4.2.1 Atividade bioldgica de filtrado de cultura e organismo vivo de Trichoderma spp.

sobre plantulas de feijoeiro

Na atividade bioldgica de organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp.
sobre a germinacdo de sementes e plantulas de feijoeiro (Tabela 12), ambos os isolados do
antagonista, T. harzianum e T. virens (TF1), e suas formas, organismo vivo ou filtrado de
cultura, ndo foram capazes de afetar significativamente a primeira contagem de germinagéo
(PC) e germinacdo final (G). E importante salientar que o lote de sementes utilizado
apresentou germinacdo e vigor altos, e dessa forma os tratamentos podem nao ter interferido

significativamente nesses caracteres.

Tabela 12- Atividade bioldgica de organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp.
sobre germinacdo de sementes e plantulas de feijoeiro

PC G CPA CR MSPA  MSR

%) (%) (cm)  (cm) (9) (9)
Organismo vivo de T. virens (TF1) 90,00 90,00 4,20d* 6,46¢c 0,17d 0,06¢

Filtrado de cultura de T. virens (TF1) 89,75 90,00 5,16¢ 8,13b 0,22c 0,06¢c
Organismo vivo de T. harzianum 90,50 90,50 5,95b 10,39a 0,24c 0,10b
Filtrado de cultura de T. harzianum 91,75 91,75 6,82a 1146a 027b 0,1la
Testemunha 92,50 92,50 6,60a 11,10a 0,31a 0,11a

CV (%) 457 449 8,87 10,19 10,98 12,87

Tratamento

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

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich.

PC: Primeira contagem; G: Germinacao final; CPA: Comprimento de parte aérea; CR: Comprimento de raiz;
MSPA: Massa seca de parte aérea; MSR: Massa seca de raiz.

Acredita-se também que ndo houve efeito significativo, em funcdo do tempo
inadequado em que O antagonista esteve em contato com as sementes, bem como a
concentracdo de esporos utilizada para permitir uma acdo efetiva. O ambiente (papel
germitest) ndo proporcionou a condicdo de seu habitat natural, que na maioria das vezes € 0
solo, colonizando as raizes das plantas, e em alguns casos, também as partes aéreas da planta
ou entdo, o seu interior como endéfitos (GUZMAN-GUZMAN et al., 2019). Sendo assim, 0
sucesso de bioprodutos formulados a base de Trichoderma spp. é afetado tanto pelos fatores

bioticos locais (organismos vivos presentes) como fatores abidticos (tipo de solo, umidade,
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pH e temperatura) (LUCON, 2009). Cadore et al. (2018) concluiram que as formas de
tratamento, formulagdo liquida, p6 e restricdo hidrica, bem como, o tempo de contato do
antagonista com as sementes de soja interferem significativamente na emergéncia e
crescimento inicial da cultura.

Em relacdo as demais varidveis analisadas de comprimento de parte aérea (CPA) e raiz
(CR) e as massas secas, tanto de parte aérea (MSPA) quanto de raiz (MSR), pdde-se observar
que a maior parte dos tratamentos com Trichoderma spp. provocou efeitos negativos a elas.
Outros estudos evidenciaram resultados semelhantes, em que Trichoderma, por ser um fungo
habitante de solo, ao ser submetido a condi¢des fora de seu habitat natural, pode acabar
agindo como apodrecedor de sementes (ETHUR et al., 2012). T. virens (TF1) foi o que
provocou efeitos negativos mais significativos ao crescimento das plantulas, demonstrando
que isolados de Trichoderma spp. em algumas situa¢es podem atuar negativamente no vigor
e desenvolvimento de plantulas (HAJIEGHRARI, 2010).

4.2.2 Trichoderma spp. na reducéo da severidade de M. phaseolina e promocao de

crescimento em feijoeiro

N&o houve interagdo entre patdgeno e Trichoderma spp. no que diz respeito a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) (Tabela 13), mas pdde-se perceber que a
maioria dos tratamentos onde o antagonista foi aplicado, tanto na forma de organismo vivo
como filtrado de cultura de Trichoderma spp., controlaram a podriddo cinzenta do caule,
diferenciando-se estatisticamente dos tratamentos em que se inoculou somente o patégeno.

Metabdlitos produzidos por isolados de Trichoderma podem estar ligados a inducao da
expressao de genes relacionados a respostas sistémicas de defesa da planta (VINALE et al.,
2008). O efeito de Trichoderma spp. no controle de M. phaseolina, ja foi relatado tanto pelo
antagonista agir indiretamente sobre o patégeno, ativando as respostas de defesa nas plantas,
como também de forma direta, agindo sobre o crescimento do patogeno (KHALEDI e
TAHERI, 2016). Sarrocco et al. (2017) também comprovaram a a¢do de T. virens em induzir
mecanismos de resisténcia sistémica em tomateiro contra Botrytis cinerea, por meio da
expressao de genes de endopoligalacturase que sdo utilizados pelos fungos fitopatogénicos na
penetracdo no hospedeiro, desencadeando reacdes de defesa da planta para quando vir a entrar

em contato com o patdgeno.
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Tabela 13- Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) na cultura do feijoeiro,
cultivar IPR Grauna, tratada com organismo vivo e filtrado de cultura de
Trichoderma spp. no controle da podriddo cinzenta do caule causada por M.

phaseolina
i Patdgeno .-
Trichoderma = 5 Ay 2101(S)  PEL(A)  PEL(S) AP Media
AT 75,00 81,25 31,25 90,00 10,00 57,50 a
THF 7875 45,00 22,50 7000 10,00 45,25 a
THV 2500 48,75 18,75 2125 10,00 24,75 b
TFF 30,00 61,25 17,50 58,75 10,00 35,50 b
TEV 16,25 66,25 17,50 57,50 10,00 33,50 b
Meédia  4500a  6050a  2150b  59,50a 10,00c
CV (%) 21470

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

10s dados foram transformados em (X+1)"0,5.

AT: Auséncia de Trichoderma; THF: Filtrado de cultura de T. harzianum; THV: Organismo vivo de T.
harzianum; TFF: Filtrado de cultura de T. virens (TF1); TFV: Organismo vivo de T. virens (TF1); 2101 (A):
inoculacéo via substrato-2101; 2101 (S): inoculacdo via semente-2101; PEL (A): inoculagdo via substrato- PEL;
PEL (S): inoculagéo via semente-PEL; AP: Auséncia do patogeno.

Pdde-se observar que o isolado patogénico 2101 mostrou-se mais agressivo, causando
maior severidade da doenca nas plantas em que foi inoculado. Almeida et al. (2003) relatam
que ha variacdes genéticas entre e dentro das populacdes brasileiras de M. phaseolina, que
refletem diretamente na auséncia de resisténcia entre os gendtipos comerciais de soja. Do
mesmo modo, a inoculacdo do patdgeno via contato direto com a semente (S) também se
mostrou mais eficiente em causar sintomas mais severos na planta, tanto para o isolado 2101
como para o isolado PEL. Estudos também relataram que este método de inoculacdo do
patdgeno foi responsavel em desenvolver sintomas mais precoces em plantas de soja
(CRUCIOL e COSTA, 2018). Em alguns casos, devido a severidade dos danos, esses
tratamentos interferiram diretamente na germinacdo da semente, através do retardamento da
germinacdo ou apodrecimento da semente. Esse método de inoculagdo também provocou, em
outros estudos, redugdo na emergéncia e desenvolvimento de plantulas de feijoeiro (SILVA et
al., 2016).

No que diz respeito ao indice de Doenca (ID), esse foi verificado aos 10 e 20 dias ap6s
a semeadura. Em relacdo aos 10 dias ap0s a semeadura, houve interacdo entre patdgeno e
Trichoderma spp., podendo-se observar que 0s tratamentos com organismo vivo de T.

harzianum apresentaram o menor indice de doenga, e consequentemente o controle da



49

doenca, especialmente nos tratamentos que mantiveram o contato direto entre patdgeno e

semente, e que causaram 0s maiores sintomas na auséncia de Trichoderma spp. (Tabela 14).

Tabela 14- indice de doenca (ID) aos 10 dias ap6s a semeadura da cultura do feijoeiro cultivar
IPR Grauna, tratada com organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp. no
controle da podriddo cinzenta do caule causada por M. phaseolina

Trichoderma Patogeno
2101 (A) 2101 (S) PEL (A) PEL (S) AP
AT 12,50 Ba* 22,22 Aa 5,56 Ca 25,00 Aa 2,78 Ca
THF 15,28 Aa 8,33 Bb 4,17 Ba 15,28 Ab 2,78 Ba
THV 2,78 Ab 8,33 Ab 4,17 Aa 5,56 Ab 2,78 Aa
TFF 6,94 Bb 16,67 Aa 2,78 Ba 9,72 Ab 2,78 Ba
TFV 2,78 Bb 15,28 Aa 2,78 Ba 13,89 Ab 2,78 Ba
CV (%) 28,46

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

10s dados foram transformados em (X+1)"0,5.

AT: Auséncia de Trichoderma; THF: Filtrado de cultura de T. harzianum; THV: Organismo vivo de T.
harzianum; TFF: Filtrado de cultura de T. virens (TF1); TFV: Organismo vivo de T. virens (TF1); 2101 (A):
inoculacédo via substrato-2101; 2101 (S): inoculagdo via semente-2101; PEL (A): inoculacéo via substrato- PEL;
PEL (S): inoculacéo via semente-PEL; AP: Auséncia do patdgeno.

Por se tratar de organismo vivo, Vvarios mecanismos podem estar atuando
conjuntamente, dentre eles os metabolitos volateis. Esses por sua vez apresentam vantagem
sobre os metabolitos ndo volateis, presentes nos filtrados de cultura, pois estes tém a
capacidade de difusdo em intersticios, bem como na solugdo do solo, quando solGveis em
agua, podendo atingir micro-organismos fisicamente distantes, ja os metabdlitos ndo volateis,
estdo sujeitos a adsorcédo e biodegradacdo e seu efeito ser altamente restrito, especialmente se
0 metabdlito ter baixa solubilidade em dgua (LOBO JUNIOR e ABREU, 2000).

A capacidade de inibicdo da producéo de estruturas de resisténcia pode ter sido uma
medida utilizada para o controle do patégeno, sendo essa uma importante peculiaridade de
isolados de Trichoderma spp., pois € um mecanismo de controle que pode atuar
preventivamente, eliminando-se propagulos do patégeno que servem como indculo inicial
(NASCIMENTO et al., 2016), este contudo, ndo € observado quando realizada a utilizagdo de
alguns fungicidas quimicos (ZANCAN et al., 2012).

Dessa forma, ressalta-se a importancia do controle das doencas de forma preventiva,
bem como, a efetividade dos isolados nesse primeiro momento, para se ter um bom

estabelecimento da cultura no campo. Condi¢des adequadas de agua, nutrientes, radiacdo
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solar, bem como, sementes de alta qualidade também séo fundamentais para se obter um bom
estabelecimento inicial da cultura no campo, garantindo melhor capacidade competitiva a
fatores como doencas, plantas daninhas e condi¢cdes ambientais que podem vir a interferir na
sua produtividade (MONDO; NASCENTE; NETO, 2016).

Em relacio aos 20 dias ap6s a semeadura, o Indice de doenca foi maior nos
tratamentos com a auséncia de Trichoderma spp. (AT) e tratados com o filtrado de cultura de
T. harzianum (THF) diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 15). O isolado
PEL inoculado via substrato apresentou menor agressividade (7,22) quando comparado a sua
inoculagdo via contato direto com a semente e ao isolado 2101, independente do tratamento
com Trichoderma spp. Assim, foi possivel observar a agdo do Trichoderma independente dos
isolados e formas de inoculacdo do patdgeno, em que, em sua maioria, tanto o organismo vivo
quanto o filtrado de cultura foram eficientes no controle, apresentando menor indice de

doencga nos tratamentos em que foram utilizados.

Tabela 15- indice de doenca (ID) aos 20 dias ap6s a semeadura da cultura do feijoeiro cultivar
IPR Grauna, tratada com organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp.
no controle da podriddo cinzenta do caule causada por M. phaseolina

Patégeno

Trichoderma =151 A)  2101(S) PEL(A) PEL(S) AP Media

AT 23,61 23,61 9,72 2500 2,78  1694a*
THF 25,00 13,89 9,72 2083 278  l444a
THV 8,33 15,28 5,56 6,94 278 7,78 b
TFF 9,72 18,06 5,56 1944 278  11,11b
TFV 6,94 19,44 5,56 1667 278  1028hb

Média 1472 a 1806a  7,22b _ 17,78a  2,78¢

CV (%) 31,77

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

10s dados foram transformados em (X+1)"0,5.

AT: Auséncia de Trichoderma; THF: Filtrado de cultura de T. harzianum; THV: Organismo vivo de T.
harzianum; TFF: Filtrado de cultura de T. virens (TF1); TFV: Organismo vivo de T. virens (TF1); 2101 (A):
inoculacédo via substrato-2101; 2101 (S): inoculagdo via semente-2101; PEL (A): inoculacdo via substrato- PEL;
PEL (S): inoculagdo via semente-PEL; AP: Auséncia do patdgeno.

Nessa avaliacdo destaca-se a importancia do controle prévio para que ndo ocorra o
progresso da doenca e essa seja controlada, especialmente se tratando de patdgenos habitantes
do solo. Assim como outros patdgenos desse tipo, M. phaseolina possui uma gama de
hospedeiro e capacidade em se adaptar a condi¢cdes adversas, especialmente por produzir

microesclerodios, estruturas de resisténcia do patégeno formado pela compactacdo das hifas e
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de coloragdo escura pela producdo de melanina, que garantem uma grande diversidade
genética dentro da espécie o que dificulta as medidas de controle (ISHIKAWA et al., 2018;
SANCHEZ et al., 2017).

Em relacdo a atividade bioldgica do organismo vivo e filtrado de cultura de
Trichoderma spp. sobre as plantas de feijoeiro, pode-se verificar que apenas no comprimento
das raizes se obteve uma promoc¢do de crescimento, de 28,72 cm e 28,52 cm para 0S
tratamentos com organismo vivo e filtrado de cultura de T. virens (TF1), respectivamente,
diferenciando-se do tratamento testemunha em que o crescimento foi de 25,95 cm (Tabela
16). O crescimento das raizes promovido por T. virens (TF1) pode ter ocorrido, por
Trichoderma spp. produzir metabolitos que interferem no indice mitdtico, estimulando a
divisdo celular das raizes, e assim, promover o crescimento das mesmas (AGUIAR et al.,
2015). Além disso, Contreras-Cornejo et al. (2009) observando em estudo a inducdo do
crescimento de raizes laterais e aumento do acumulo de biomassa de Arabidopsis pela
utilizacdo de T. virens, associaram esse efeito a producdo de enzimas vegetais ou regulacdo da

expressao génica de auxina, interagindo especialmente com receptores de auxina.

Tabela 16- Atividade bioldgica de organismo vivo e filtrado de cultura de Trichoderma spp.
sobre plantas de feijoeiro

Tratamento CPA(cm) CR(cm) MSPA(g) MSR (g)
Organismo vivo de T. harzianum 33,92 24,90 b* 0,57b 0,34b
Filtrado de cultura de T. harzianum 34,45 25,10 b 0,66 a 0,42 b
Organismo vivo de T. virens (TF1) 32,65 28,72 a 0,61b 0,50 a
Filtrado de cultura de T. virens (TF1) 30,50 28,52 a 0,58 b 0,40b
Testemunha 32,38 25,95 b 0,70 a 0,52 a
CV (%) 8,18 10,72 13,94 26,89

*Médias seguidas por mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 20% de probabilidade de erro.

PC: Primeira contagem; G: Germinacéo final; CPA: Comprimento de parte aérea; CR: Comprimento de raiz;
MSPA: Massa seca de parte aérea; MSR: Massa seca de raiz.

T. virens (TF1): Trichoderma isolado de solo rizosférico de feijoeiro; T. harzianum: Trichoderma proveniente do
produto comercial Ecotrich.

Em comparacdo com o controle da doenca, observou-se que o isolado T. harzianum
teve uma menor ac¢ao no crescimento das plantas, possivelmente por esse isolado estar agindo
com maior intensidade na indugdo de resisténcia da planta e menor na promocdo de
crescimento.

No comprimento de parte aérea (CPA) ndo houve efeito significativo do tratamento

com os isolados do antagonista. Na massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
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(MSR) observou-se que os tratamentos com os isolados e formas de Trichoderma spp. ndo
diferiram estatisticamente da testemunha e em alguns casos causaram efeitos negativos sobre
essas variaveis. Esse efeito pode ser resultante de metabdlitos secundarios semelhantes a
auxina produzidos pelos micro-organismos, que possuem efeito positivo em baixas
concentragdes, porém, pode apresentar efeito inibitdrio em maiores concentracbes (VINALE
et al., 2014). No entanto, alguns isolados de T. harzianum apresentaram efeito negativo no
crescimento de raizes, mas outros promoveram o crescimento da parte aérea de feijoeiro
(CARVALHO, et al.,, 2011). Pesquisas apontam que efeitos mais significativos do fungo

podem ser observados em plantas tratadas em condicdes estressantes (LUCON, 2009).
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5 CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. foram eficientes em controlar o crescimento micelial
de M. phaseolina tanto no pareamento de culturas como por metabolitos volateis.

Ambos os isolados de Trichoderma spp. produziram quitinase e apenas T. harzianum
produziu B-1,3-glucanase.

Isolados de Trichoderma spp. cultivados em meio liquido produziram oxidrilas e
acidos graxos descritos na literatura com potencial fungicida e de inducdo de respostas de
defesa em plantas.

A aplicacdo de Trichoderma spp., na forma de organismo vivo ou de filtrado de
cultura, via tratamento de sementes, foi capaz de controlar a doenca podriddo cinzenta do
caule, causada por M. phaseolina em feijoeiro.

Trichoderma virens possui efeito positivo no crescimento das raizes de feijoeiro.
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