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RESUMO GERAL

BOTELHO, Amanda Silva. Compatibilidade de Trichoderma spp. com agrotoxicos e inibicéo
de patogenos do solo por cepas comerciais e ndo comerciais. 2022. Numero de paginas 90 p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O fungo Trichoderma é um dos principais agentes de controle bioldgico de doengas fungicas. Seu
uso tem como vantagens o baixo impacto ambiental, a reducdo da selecdo de microrganismos
resistentes, sua permanéncia na rizosfera da planta por um periodo e a capacidade de colonizar
estruturas de sobrevivéncia. Além disso, é reconhecido pela sua capacidade de atuar por diferentes
mecanismos de a¢do, como competicdo, micoparasitismo, antibiose, promoc¢éo de crescimento e
inducdo de resisténcia. Tais caracteristicas torna Trichoderma um importante aliado no manejo de
doencas, especialmente as ocasionadas por fungos habitantes do solo, como Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Esses patdgenos
infectam uma diversidade de culturas, além de sobreviverem no solo em forma de estruturas de
sobrevivéncia. Existem, disponiveis no mercado, alguns biofungicidas recomendados para o
controle desses patdgenos, exceto S. rolfsii. O controle bioldgico pelo uso de Trichoderma pode
ser combinado com outras estratégias de manejo dessas doencas de solo, incluindo o controle
quimico. Testes de compatibilidade devem ser realizados para garantir que os produtos quimicos
utilizados nas culturas de interesse ndo afetem o fungo agente de biocontrole. O objetivo do
presente estudo foi comparar cepas comerciais de Trichoderma quanto a capacidade de inibicéo
micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii, por meio de testes de pareamento
de culturas e da exposicdo aos compostos organicos volateis do antagonista (atmosfera
compartilhada). Também avaliou-se a supressao dos mesmos fitopatdgenos por cepas nao
comerciais, utilizando as mesmas metodologias de cultivos pareados e exposi¢do aos compostos
organicos volateis e filtrados autoclavados de Trichoderma spp. Por fim, realizaram-se testes de
crescimento dos patogenos, sendo que T. harzianum CCT 7589 incluiu-se entre as que
apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo, em ambos os experimentos conduzidos. Todas
as cepas nao comerciais de Trichoderma inibiram o crescimento dos patdgenos testados no cultivo
pareado e na atmosfera compartilhada, com destaque para T. asperelloides CEN1277 e CEN1559.
Os tratamentos com filtrados autoclavados de T. afroharzianum CEN287 T. afroharzianum e T.
rifaii CEN288 apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo de S. sclerotiorum, 75,6 e
79,2 %, respectivamente. J& M. phaseolina e R. solani ndo foram inibidos por nenhum dos
tratamentos, nesses testes, e S. rolfsii apresentou resultados inconsistentes entre as repeticdes dos
experimentos. Os resultados de compatibilidade com agrotoxicos variaram entre as cepas, doses
e metodologias utilizadas. O inseticida Fipronil foi o Gnico que apresentou compatibilidade em
todos os casos. Os fungicidas Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb, Metconazol,
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona e Bixafem/Protioconazol/Trifloxistrobina demonstraram ser
incompativeis com as quarto cepas testadas. O fungicida Fludioxonil e o0s inseticidas
Clorantraniliprole e Imidacloprido/Tiodicarbe, recomendados para o tratamento de sementes, ndo
afetaram o crescimento micelial de Trichoderma spp.

Palavras-chave: controle bioldgico, biofungicida, fungos antagonistas

Orientadora — Sueli Corréa Marques de Mello
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GENERAL ABSTRACT

Trichoderma spp. have been the most common biological control agents of fungal diseases. The
advantages of its use are the reduction of the environmental impact, the reduction of the selection
of resistant microorganisms, its permanence in the rhizosphere of plants for a period and the ability
to colonize resistance structures. In addition, they are recognized for its ability to act through
different mechanisms of action, such as competition, mycoparasitism, antibiosis, growth
promotion and resistance induction. Such characteristics make Trichoderma a potential ally in the
management of soil-borne diseases caused by Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, and Sclerotium rolfsii. These pathogens infect a variety of crops,
in addition to surviving in the soil through resistance structures. There are biopesticides available
in the market for the control of all them, except against S. rolfsii. The use of biological control by
Trichoderma may be adopted together with other strategies, including chemical control.
Compatibility tests must be carried out to ensure that chemicals pesticides used for the
management of such diseases and crop of interest do not affect the biocontrol agent fungus. The
aim of the present study was to compare commercial strains of Trichoderma regarding the
mycelial inhibition capacity of M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani, and S. rolfsii through
cultures pairing and exposure to volatile organic compounds emitted by the antagonists. Also, to
evaluate the suppression of the same phytopathogens by non-commercial strains, through cultures
pairig, exposure to volatile organic compounds and autoclaved filtrates of Trichoderma spp.
Finally, compatibility tests between Trichoderma strains and recommended pesticides for crops
of soybean were carry out. All commercial strains showed inhibition of pathogen growth, and T.
harzianum CCT 7589 presented the highest percentages of inhibition in both experiments. All
non-commercial Trichoderma strains inhibited the growth of the tested pathogens in the paired
culture and in shared atmosphere, especially T. asperelloides CEN1277 and CEN1559. The
autoclaved filtrates of T. afroharzianum CEN287 and T. rifaii CEN288 showed the highest
percentages of inhibition of S. sclerotiorum. On the other hand, M. phaseolina and R. solani were
not inhibited by any of the treatments and S. rolfsii presented inconsistent between results obtained
in differents experiments. The results of compatibility with chemical pesticides varied among the
strains, doses and methodologies used. In general, the lowest doses affected less the growth and
germination of Trichoderma spp. The Fipronil insecticide was the only one that showed
compatibility in all cases. The fungicides Picoxistrobin/Tebuconazole/Mancozeb, Metconazole,
Fenpropimorph/Cyclohexanone e Bixafen/Prothioconazole/Trifloxystrobin proved to be
incompatible with the four tested strains. The fungicide Fludioxonil and the inseticides
Chlorantraniliprole e Imidacloprid/Thiodicarb recommended for seed treatment, did not affect the
growth of Trichoderma spp.

Keywords: biocontrol, biofungicides, antagonistic fungi
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INTRODUCAO GERAL

A busca por potenciais agentes de biocontrole tem se intensificado nos ultimos anos,
devido a grande preocupacdo com os impactos causados pelo uso recorrente de agrotdxicos.
Fungos do género Trichoderma sdo os principais agentes de controle bioldgico de doengas
fangicas e vém sendo estudados h& décadas. Algumas espécies desse género ja sao utilizadas como
principios ativos em formulacfes comerciais (Bettiol et al., 2019). Apesar de apresentarem baixa
toxidade e periculosidade, os produtos bioldgicos sdo regidos pela Lei n? 7.802/89 (Brasil, 1989),
a Lei de Agrotdxicos e Afins. Atualmente, existem 38 produtos a base de Trichoderma spp.
disponiveis no mercado nacional (AGROFIT, 2022) e recomendados para diversos patdgenos de
plantas.

Entre os fatores que fazem de Trichoderma um bom agente de biocontrole citam-se a
elevada capacidade de se estabelecer na rizosfera da planta, a atuagdo por diferentes mecanismos
e a capacidade de colonizar estruturas de sobrevivéncia, como esclerodios (Haddad et al., 2017;
Monte et al., 2019). Assim, tais caracteristicas o tornam um importante aliado no manejo de
doencas ocasionadas por patdgenos que habitam o solo, entre os quais, Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid é um fungo ascomiceto, que tem como
caracteristica marcante a producdo de microesclerddios em substratos vegetais e em meios
artificiais, conferindo um aspecto enegrecido das col6nias (Kaur et al., 2012). Esse fungo pode,
sob condicBes favoraveis, causar tombamento de plantulas no inicio do ciclo das culturas,
apodrecimento de raizes, bem como lesdes caulinares, a partir das quais atinge as partes
reprodutivas, em plantas mais velhas (Chitarra, 2014; Pandey et al., 2020).

O patogeno S. sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884) é também um ascomiceto; é reconhecido
principalmente pelo micélio branco cotonoso e pela formacdo dos esclerddios, que sdo grandes e
pretos. Esses esclerddios podem germinar formando hifas vegetativas, durante a fase assexuada,
e podem formar os apotécios - corpo de frutificacdo da fase sexuada - que liberam milhares de
esporos no ambiente (Le Torneau, 1979).

Rhizoctonia solani Kihn é um basidiomiceto, que tem como principal caracteristica
morfologica as ramificacbes de hifas formando um angulo reto com a hifa de origem (Cia &
Salgado, 1997). Esse patogeno € um dos principais agentes do damping off ou tombamento de
plantulas, causando reducdo do estande. O fungo permanece no solo durante anos, em forma de

esclerddios (Bedendo, 2018).
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Ja o basidiomiceto S. rolfsii Sacc produz micélio branco e abundante e forma esclerodios
de formato arredondados e colora¢do marrom (Paparu et al., 2020). E um patdgeno polifago, que
causa podriddo nas raizes e caules de plantas. Com o progresso da infeccdo, podem ser
visualizados o micélio branco e inimeros esclerddios (Sun et al., 2019).

Todos esses patogenos citados infectam grande diversidade de plantas e resistem as
condicdes adversas através de esclerddios ou microesclerodios. Além disso, sdo capazes de
colonizar restos culturais. Tais atributos tornam o manejo das doencas complexo, pois préaticas
culturais como a rotagéo de culturas e o plantio direto podem ser ineficientes quando adotadas
isoladamente. Além disso, o uso de fungicidas quimicos no controle de patdgenos habitantes do
solo pode ter baixa eficiéncia, principalmente pela dificuldade em afetar a germinacdo dos
esclerodios (David et al., 2018; Michereff et al., 2005).

Vaérios estudos vém demonstrando a capacidade de Trichoderma spp. na inibicdo do
crescimento micelial, bem como a formacéao e germinacdo de esclerédios desses patdgenos (Igbal
e Mukhtar, 2020; Silva et al., 2020), podendo atuar por diferentes mecanismos de acao (Kushwaha
et al., 2018; Melo e Faull, 2000; Mendonza et al., 2015). No Brasil, existem produtos registrados
disponiveis para o controle de M. phaseolina, S. sclerotiorum e R. solani (AGROFIT, 2022).

A fim de aumentar a eficiéncia do controle de doencas, o controle biol6égico por
Trichoderma pode ser utilizado associado com o controle quimico (Dilbo et al., 2015). Para isso,
a toxidade dos fungicidas quimicos ao Trichoderma precisa ser verificada. E importante também
levar em conta que produtos quimicos utilizados para o controle de organismos nao-alvo do
Trichoderma, como outros patdgenos, insetos praga e plantas daninhas, também podem ser
toxicos ao agente de biocontrole (Dhanya et al., 2016; Santoro et al., 2014). Portanto, estudos
sobre compatibilidade de Trichoderma com produtos quimicos adotados na cultura de interesse
S80 necessarios.

A Colecdo de Agentes de Controle Biologico de Fitopatdégenos e Plantas Daninhas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) contém mais de 1500 isolados de
Trichoderma. Alguns desses vém sendo estudados quanto a habilidade de controlar diferentes
fitopatogenos e podem revelar elevado potencial no controle de patdgenos habitantes do solo.
Além disso, o mercado brasileiro de biofungicidas conta com mais de 30 produtos a base de
Trichoderma (AGROFIT, 2022) e ha uma escassez na literatura sobre a eficiéncia comparativa
dos agentes de biocontrole envolvidos. Assim, o objetivo desse trabalho é avaliar cepas de
Trichoderma, pertencentes a Colecéo, na inibicdo micelial, in vitro, de R. solani, M. phaseolina,
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S. sclerotiorum e S. rolfsii, e fazer um estudo comparativo entre oito principais cepas comerciais,
utilizando esses mesmos patogenos. Por fim, testar compatibilidade de quatro cepas de

Trichoderma, também pertencentes a Cole¢do, com produtos quimicos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Comparar o potencial de cepas comerciais de Trichoderma disponiveis no mercado
nacional, por meio de ensaios in vitro, em termos de supressdo dos patdgenos Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii e selecionar cepas
ndo comerciais com base na capacidade para inibir o crescimento dos mesmos patégenos. Além

disso, avaliar a compatibilidade com agrotoxicos com cepas ndo comerciais.

Objetivos especificos

micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii pelo método do pareamento de
culturas.

- Avaliar a inibi¢do micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii por compostos
volateis emitidos por cepas comerciais de Trichoderma.

- Verificar a capacidade de cepas ndo comerciais de Trichoderma quanto a inibi¢éo do crescimento
micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii pelo método do pareamento de
culturas.

- Avaliar a inibi¢do micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii por compostos
volateis emitidos por cepas comerciais de Trichoderma.

- Avaliar a inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii
por filtrados de cepas ndo comerciais de Trichoderma.

- Verificar o efeito de produtos quimicos incorporados ao meio de cultura no crescimento micelial
de Trichoderma spp.

- Determinar a capacidade germinativa dos conidios de Trichoderma spp. apos exposicao produtos
quimicos.

- Verificar o efeito do tratamento de sementes com produtos quimicos no crescimento micelial de

Trichoderma spp.
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REVISAO DE LITERATURA

Trichoderma como agente de biocontrole

O setor agricola tem passado por mudangas nos ultimos anos, em que se tem buscado
prevenir ou mitigar os efeitos negativos do uso de agrotdxicos a salde de consumidores e
trabalhadores rurais, bem como ao meio ambiente. Além disso, a sele¢cdo de organismos
resistentes, tdo comum na utilizacdo de produtos quimicos, também pode ser evitada com a
reducdo da aplicacdo dos agrotoxicos. O controle bioldgico de doencas desponta-se como
importante ferramenta para o manejo integrado de doengas (MID), possibilitando reduzir a
necessidade de aplicacbes dos fungicidas sintéticos, ou mesmo eliminando-as em alguns casos
(Bettiol & Ghini, 2003). Entre as vantagens do uso do controle biolégico, menciona-se a
possibilidade de integracdo deste com agrotoxicos, como forma de retardar a ocorréncia de
resisténcia pela quebra da pressao por um Unico modo de acdo (Ons et al., 2020).

Segundo Cook & Baker (1983), controle bioldgico é “a redugdo da soma de indculo ou das
atividades determinantes da doenca provocada por um patdgeno, realizada por um ou mais
organismos que ndo o homem”. Outros conceitos menos abrangentes o definem como “controle
de um organismo por outro organismo”, ou controle de um patégeno por um microrganismo
antagonista (Bettiol et al, 2019).

O mercado de produtos bioldgicos tem avancado recentemente no Brasil. Segundo o
Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA), foram registrados 92 produtos de controle
biol6gico em 2021, totalizando mais de 500 biopesticidas colocados a disposicao dos agricultores
(MAPA, 2022). Dentre esses produtos registrados para o controle de doencas de plantas, dois
grupos de microrganismos lideram como ingredientes ativos: as bactérias do género Bacillus,
eficientes no controle de algumas espécies de fungos, bactérias e nematoides em diferentes
culturas e fungos do género Trichoderma (AGROFIT, 2021), que também atuam contra diferentes
microrganismos.

Trichoderma, além de ser recomendado para o controle de nematoides, é o principal agente
de biocontrole de doencas fungicas e esta na composi¢do da maioria dos produtos bioldgicos
registrados no MAPA. Embora as confusdes taxonémicas, até 0 momento constam 38 produtos
tendo como principios ativos cinco espécies: T. harzianum, T. asperellum, T. koningiopsis, T.
afroharzianum e T. stromaticum (AGROFIT, 2021).

Trichoderma harzianum esta presente na maioria dos produtos formulados (AGROFIT,

2022), porém, um estudo recente sugeriu uma revisdo taxonomia do complexo Harzianum e
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constatou que de quatro cepas utilizadas em produtos bioldgicos, nenhuma foi caracterizada como
T. harzianum stricto sensu. Inclusive a cepa T. harzianum T22, mundialmente utilizada, foi
reclassificada como T. afroharzianum (Chaverri et al., 2015). Esses autores relataram que, a partir
de uma amostragem de 200 isolados oriundos de diferentes regifes e substratos, a espécie T.
harzianum strictu sensu foi encontrada. Com isso, € possivel que a identificacdo de Trichoderma
presente nos produtos bioldgicos brasileiros esteja incorreta e necessite de uma nova classificacao.

O género Trichoderma, descrito por Person em 1794 (Teleomorfo: Hypocrea), pertence
ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae (Kirk, 2012).
Espécies desse fungo formam conidioforos ramificados a partir de um eixo central, que
normalmente se agrupam, formando pustulas. Na extremidade dos conidioforos estdo as células
conidiogénicas do tipo fidlide, que dardo origem a conidios unicelulares, globosos ou elipsoidais,
de coloracéo verde, muitas vezes produzidos em abundéancia. Os conidios sdo responsaveis pelo
aspecto tipico de colénias de Trichoderma spp. na maioria dos meios de cultura (Jaklitsch, 2006).

Trichoderma spp. pode ser encontrado em regides de clima tropical e temperado; séo
comumente habitantes de solo, decompositores de madeira e colonizadores de raizes ou
endofiticos; com certa frequéncia, sdo também encontrados parasitando outros fungos (Abreu &
Pfenning, 2019). Além de apresentarem capacidade micoparasita, muitas das espécies
estabelecem relacdes benéficas com as plantas (Rubio et al., 2014; Chagas et al., 2017) e tais
caracteristicas tornaram o género uma importante fonte para a pesquisa em busca de novas
tecnologias para serem aplicadas a agricultura.

Os primeiros estudos de Trichoderma como agente de controle bioldgico foram realizados
na década de 1930 e investigaram o antagonismo ao fungo R. solani e outros patogenos de solo
(Weindling & Fawcett, 1936). Desde entdo, inimeros estudos vém sendo feitos, demonstrando a
capacidade de espécies de Trichoderma controlarem diversos patégenos, por diferentes
mecanismos de acdo. Estes ocorrem a partir de interac@es diretas como a competicdo por espaco
e nutrientes, micoparasitismo e antibiose, este Gltimo consistindo na producdo de metabdlicos
secundarios com propriedade antibidtica. InteracOes indiretas tambem podem ser observadas,
como a inducdo de resisténcia e a promocao de crescimento das plantas (Machado et al., 2012;
Mello et al., 2020).

Competicdo € um dos mecanismos mais classicos do controle biolégico (Machado et al.,
2012). A presenca de Trichoderma em diferentes climas e substratos demonstra a versatilidade

deste fungo, capaz de competir com outros microrganismos por espaco, agua, luz, nutrientes e
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fontes de carbono e oxigénio (Monte et al., 2019). Além disso, para ser um bom agente de
biocontrole, Trichoderma deve sobreviver na rizosfera da planta, suprimindo seus mecanismos de
defesa e sobressaindo em relacéo ao patdégeno (Monte et al, 2019). Muitos dos produtos comerciais
a base de Trichoderma disponiveis mundialmente tém a competicdo como um dos modos de acdo
(Bettiol et al, 2019).

Ja o0 micoparasitismo ocorre quando o antagonista reconhece estimulos quimicos liberados
pelo patégeno suscetivel. A partir desse reconhecimento, as hifas do antagonista crescem em
direcdo ao patdgeno, envolvendo-o. Desta forma, o agente de biocontrole penetra as hifas do
hospedeiro e degrada suas células através de enzimas, consequentemente levando este a morte
(Mello et al., 2020). A penetracdo pode ser mediada pela liberacdo, pelo antagonista, de enzimas
que degradam a parede celular dos patégenos.

A producdo de metabdlitos secundarios por Trichoderma spp., mecanismo de agdo
conhecido como antibiose, depende da capacidade do agente de biocontrole produzir certos
compostos, volateis ou ndo volateis, toxicos a outros patdgenos. Tais compostos sdo originados
de rotas secundarias do metabolismo do antagonista e alguns exemplos sdo os peptaibols,
terpendides, pironas e policetideos (Ramada et al., 2019).

Trichoderma spp. também é capaz de induzir a expressao de genes relacionados a defesa
das plantas e promover crescimento, apesar da presenca do patégeno. Rubio et al. (2014)
demonstrou que T. parareesei foi capaz de melhorar a defesa de tomateiro contra Botrytis cinerea,
além de favorecer o desenvolvimento das raizes e promocao do crescimento sob estresse salino.

Além dessa versatilidade de Trichoderma, outro fator que o faz importante agente de
controle biol6gico, principalmente contra patdgenos habitantes de solo, é sua capacidade de se
estabelecer no solo e atacar diretamente as estruturas de sobrevivéncia, como eslcerddios e
microesclerddios, diferentemente dos fungicidas quimicos. Assim, Trichoderma pode ser um
grande aliado no manejo de doencas causadas por patégenos como Sclerotinia sclerotiorum,

Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina, entre outros.

Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii
como patdgenos de plantas

Patogenos habitantes de solo causam doencas radiculares responsaveis por grandes perdas
em diversas culturas e podem sobreviver por varios anos por meio de estruturas de sobrevivéncia,

mesmo na auséncia de plantas hospedeiras (Michereff et al., 2005). Dentre os principais patdogenos
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radiculares, encontram-se Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani e Sclerotium rolfsii.

O fungo M. phaseolina (Tassi) Goid pertence ao filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes, ordem Botryosphaeriales, familia Botryosphaeriaceae (Mycobank, 2022).
Possui hifas septadas, inicialmente hialinas tornando-se amarronzadas ou pretas posteriormente.
Produz microesclerddios castanhos escuros a pretos, de formato irregular (Kaur et al., 2012;
Pandey et al., 2020). Alguns isolados formam picnidios escuros, globosos ou achatados,
inicialmente abaixo da superficie do hospedeiro; estes emergem e rompem-se com a maturidade,
liberando os conidios hialinos, de formato ovéide (Kaur et al., 2012).

Macrophomina phaseolina possui atividade saprofitica e pode sobreviver por anos no solo
em forma de microesclerddios, os quais germinam sob condi¢do favoravel, com temperatura entre
28 e 35 °C (Kaur et al, 2012). Esse fungo é altamente polifago, causando doenca em diferentes
espécies cultivadas, tais como soja, milho, sorgo e algodao (Su et al., 2001); € um dos agentes
etiologicos do “damping off”, reduzindo a populagdo de plantas no inicio do ciclo das culturas.
Além disso, o patdgeno causa a podriddo cinzenta, caracterizada por apodrecimento em raizes e
caules no restante do ciclo das culturas (Chitarra, 2014; Pandey et al., 2020). A disseminacédo da
doenca ocorre principalmente pela presenca de microesclerddios na area cultivada e através de
sementes infectadas; a baixa umidade favorece o desenvolvimento de epidemias da doenca (Kaur
et al, 2012).

Ja o fungo S. sclerotirorum (Lib.) de Bary (1884) pertence ao filo Ascomycota, classe
Leotiomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotinaceae (Mycobank, 2022); caracteriza-se por
hifas hialinas, septadas, ramificadas e multinucleadas que formam o micélio branco cotonoso
responsavel pelo nome da doenca “mofo-branco”. Esse patdgeno infecta diversas culturas (Bolton
et al., 2006) e formam os esclerddios, globosos e melanizados. Estes, ao germinarem, podem
formar hifas vegetativas (germinacdo miceliogénica) na fase sexuada, ou os corpos de frutificacéo,
denominados apotécios, onde sdo produzidos os esporos sexuais (Le Torneau, 1979)

Sclerotinia sclerotirorum ja foi relatado infectando centenas espécies de plantas, incluindo
monocotiled6neas e dicotiledoneas (Boland & Hall, 1994). Os sintomas mais comuns causados
por esse patdgeno sdo descritos como lesdes encharcadas em folhas e hastes, lesGes escuras nos
caules e, posteriormente, surgem os sinais do patdgeno em forma de micélio branco cotonoso e
desenvolvimento dos esclerodios sobre as lesdes (Bolton et al., 2006).

A disseminacdo da doenca ocorre pelo uso de material propagativo infectado, pela
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presenca de esclerodios no lote de sementes e revolvimento do solo com acimulo dos esclerodios;
temperaturas entre 11 e 20 °C favorecem o progresso da doenca (Almeida et al., 1997). Epidemias
mais severas da doenga ocorrem quando h& germinacdo carpogénica, pois cada apotécio é capaz
de liberar milhares de esporos, 0s quais sdo disseminados pelo ar (Wu et al., 2007).

Rhizoctonia solani Kiihn, cujo teleomorfo é Thanatephorus cucumeris, é um fungo do filo
Basidiomycota, do sub-filo Agaricomycota, descrito originalmente por Kiihn (1858), apos ser
isolado em plantas de batateira. A espécie caracteriza-se morfologicamente pelas hifas septadas,
multinucleadas, hialinas inicialmente, tornando-se marrons com o tempo. As ramificacdes das
hifas formam angulos retos com a hifa de origem e ha presenca de um septo no ponto de
ramificacdo (Ajayi-oyetunde & Bradley, 2018; Cia & Salgado, 1997). Alem disso, R. solani
apresenta miceélio estéril, ndo produzindo esporos e ndo forma grampos de conexao (Ogoshi,
1987).

Além de caracteres morfologicos, fisiologicos, patogénicos e genémicos, a classificacao
de R. solani € baseada no comportamento da anastomose de hifas (Anderson, 1982; Ogoshi, 1987).
A espécie é dividida em grupos de anastomose (AG — Anastomoses Group), ou seja, grupos de
individuos com compatibilidade de hifas, de modo que a fusdo das hifas (anastomose) seja
possivel.

O patdgeno ataca uma grande diversidade de plantas hospedeiras com importancia
agrondmica e € mundialmente distribuido. H& inimeros relatos de R. solani em culturas anuais,
como arroz, soja e algodéo, entre outras, em culturas perenes, como fruteiras, e em hortaligas, por
exemplo em tomate e batata (Gonzalez-Garcia, 2006). Dentro dos AGs, a gama de hospedeiros
pode ser limitada a algumas culturas e os isolados podem restringir-se a certos ambientes (Ogoshi,
1996). Existem 14 AGs descritos mundialmente, entre os quais, AG-1, AG-2, AG-3, AG-4 e AG-
7, ja relatados no Brasil em diferentes culturas (David et al., 2018).

O tombamento de plantulas (damping off) tem R. solani como um dos agentes etioldgicos
e pode afetar diferentes culturas, principalmente durante a fase inicial, impedindo a germinagéao
das sementes (tombamento de pré-emergéncia), ou pode causar lesdes de cor marrom-
avermelhado na raiz, colo e folhas primarias das plantulas, que podem evoluir para necrose e
morte da plantula (Chitarra, 2014).

Rhizoctonia solani pode sobreviver na matéria organica do solo, sendo esta a principal
fonte de inoculo priméario da doenca, que também pode ser originaria de sementes infectadas.

Trata-se de um patdgeno necrotrofico amplamente distribuido, capaz de sobreviver por longos
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periodos no solo em forma de estruturas sem sobrevivéncia, os esclerédios (David et al., 2018).

Sclerotium rolfsii Sacc, teleomofo Arthelia rolfsii (Curzi) C. C. Tu & Kimbr, é um
basidiomiceto, do sub-filo Agaricomycotina. (Mycobank, 2022). Esse fungo produz hifas
multinucleadas, que formam micélio branco, abundante e grampos de conexd podem ser
observados (Sun et al., 2019). Produz também esclerddios de coloragcdo marrom claro a escuro, e
de formato irregular (Paparu et al., 2020). Na fase sexual, formam a basidia, onde sdo produzidos
os basididsporos, porém essa fase dificilmente é observada (Pandey et al., 2005).

Os sintomas ocasionados podem ser lesGes encharcadas ou lesdes necréticas na regido do
colo da planta, seguidas do desenvolvimento de micélio aéreo branco na base da planta e na
superficie do solo, bem como a formacao de esclerddios (Paul et al., 2017; Sun et al., 2019).
Sclerotium rolfsii é também um dos agentes do damping off em pré e p6s-emergéncia, devido a
infeccdo de sementes. Plantas sintomaticas normalmente sdo visualizadas em reboleiras
(Bedendo, 2018). Trata-se de um patogeno polifago, que prevalece em regiGes com temperaturas
mais elevadas, podendo sobreviver por anos no solo por meio dos esclerédios (Punja, 1985).

O controle das doencas causadas por patégenos habitantes do solo é um desafio para o0s
agricultores, visto que todos possuem uma ampla gama de hospedeiros, limitando as opgdes de
culturas de interesse que ndo sejam suscetiveis. O controle quimico de fungos habitantes de solo
tem baixa eficiéncia, e no caso dos fitopatdgenos citados, a capacidade de controle ¢ ainda inferior
devido a dificuldade dos fungicidas em reduzir a viabilidade dos esclerddios (David et al., 2018;
Michereff et al., 2005). Além disso, o uso continuo de moléculas quimicas pode levar a resisténcia
dos patogenos (Mao et al., 2018). Assim, o uso de produtos bioldgicos, tendo Trichoderma como
principio ativo, constitui alternativa promissora no manejo integrado dessas doencgas, pois, além
do baixo impacto ambiental, esses produtos, em tese, proporcionam controle mais duradouro, ja

que 0 agente de biocontrole permanece ativo na rizosfera por algum tempo.

Trichoderma spp. na supressdo de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii

A demanda por produtos biologicos no Brasil vem crescendo expressivamente nos ultimos
anos. Entre os agentes de biocontrole mais comuns, incluem-se os fungos do género Trichoderma,
hoje considerado importante aliado no manejo de patdgenos habitantes do solo. Esses fungos
atuam por diferentes mecanismos de acédo, quais sejam: competicdo, micoparasitismo, antibiose,

promocdao de crescimento e inducao de resisténcia de plantas. Além disso, sobrevivem no solo por
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certo periodo de tempo e séo capazes de reduzir a viabilidade de estruturas de sobrevivéncia dos
patogenos (Monte et al., 2019; Ojaghian et al., 2019)

Sridharan et al. (2020) avaliaram a influéncia de compostos organicos volateis (COVs)
produzidos por Trichoderma longibrachiatum no crescimento de M. phaseolina. Foi realizado
cultivo pareado e o método das placas invertidas, que proporciona uma atmosfera fechada e
compartilhada entre antagonista e patdgeno. O antagonista foi capaz de reduzir o crescimento
micelial do patégeno por ambos métodos. Outro estudo foi feito por Sridharan et al. (2021), que
observou efeito inibidor de metabdlitos ndo volateis de T. longibrachiatum sobre o crescimento
de M. phaseolina em torno de 20 %, quando cultivado em meio enriquecido com extratos brutos
do antagonista.

Igbal & Mukhtar (2020) demonstraram que diferentes espécies de Trichoderma testadas
foram capazes de inibir o crescimento micelial e a producdo de microesclerddios por
M. phaseolina, no cultivo pareado. Mendonza et al. (2015) avaliaram, em ensaios in vitro, o
antagonismo entre espécies de Trichoderma e M. phaseolina. Os autores observaram trés
mecanismos principais: competi¢éo, tendo em vista a interrupcéo do crescimento do fungo pelo
antagonista e a formacdo de uma barreira na regido de contato; antibiose, caracterizada pela
inibicdo do crescimento do patdgeno mesmo sem contato entre os micélios; e micoparasitismo,
caracterizado por enrolamento das hifas de M. phaseolina e formacao de estruturas semelhantes a
apressorios, que auxiliam na penetracao das células do hospedeiro pelo Trichoderma.

O mecanismo de antibiose sobre S. sclerotiorum também vem sendo amplamente
demonstrado com diferentes espécies de Trichoderma. Silva et al. (2020) utilizaram o método de
placas invertidas, tendo observado que compostos organicos volateis de T. azevedoi atingiram as
maiores porcentagens de reducdo do crescimento de S. sclerotiorum. J& Zhang et al. (2016)
detectaram atividade antifingica de compostos ndo volateis ao cultivar esse patégeno em meio
suplementado com filtrado de cultura de T. harzianum. Também a inibicdo da germinacéo
miceliogénica e carpogénica de esclerédios de S. sclerotiorum por compostos volateis e nao
volateis de Trichoderma spp. tem sido demonstrada (Ojaghian et al., 2019; Sumida et al., 2018).
A germinacéo de esclerddios do patogenos foi reduzida apds submerssao destes em suspenséo de
esporos e microesclerddios de cepas de T. asperellum (URM 5811) e T. harzianum (T22) (Macena
etal., 2020).

Abdullah et al. (2008) descreveram 0 micoparasitismo de T. harzianum contra

S. sclerotiorum como reconhecimento, modificacdes nas hifas com a formacdo de pegs de
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penetracdo sobre o fitopatdgeno e evidéncias da producdo de enzimas liticas, uma vez que as hifas
do antagonista foram capazes de degradar a parede celular do fungo hospedeiro.

O antagonismo de Trichoderma spp. contra R. solani foi atribuido a diferentes mecanismos
de agdo, como no trabalho conduzido por Melo e Faull (2000) em que T. harzianum parasitou R.
solani, inibindo seu crescimento e mostraram reducéo de até 82,3 % do crescimento micelial do
patdgeno com extratos obtidos de T. koningii. Mayo et al. (2015) relataram promocdo de
crescimento e inducdo de genes de resisténcia em plantas de feijdo coinoculadas com R. solani e
T. harzianum.

Kushwaha et al. (2018) avaliaram o antagonismo de trés espécies de Trichoderma contra
S. rolfsii. No pareamento de culturas, T. virens, T. viride e T. harzianum reduziram em mais de
50% o crescimento micelial do patdgeno. No sistema de placas invertidas, 0s compostos organicos
voléateis de T. viride e T. virens foram melhores inibidores do crescimento de S. rolfsii do que
T. harzianum. J& no experimento utilizando filtrados dos antagonistas, 0s compostos ndo volateis
de T. harzianum foram os que causaram a maior supressdo do patégeno. Rabinal & Bhat (2020)
estudaram a expresséo génica de T. koningii durante a interagdo com S. rolfsii em cultivo pareado
e encontraram transcritos relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios e ao
micoparasitismo, tais como enzimas hidroliticas e proteases.

Alguns produtos a base de Trichoderma para o controle das doencas causadas por
M. phaseolina, S. sclerotiorum e R. Solani sdo encontrados no mercado brasileiro. Porém, ndo ha
produtos indicados para uso contra S. rolfsii (AGROFIT, 2022). Todos esses patdgenos sdo
igualmente nocivos as culturas, possuem ampla gama de hospedeiros e capacidade de
sobrevivéncia no solo em forma de estruturas de sobrevivéncia. Logo, Trichoderma spp. pode ser

um grande aliado no manejo integrado das doencas causadas por esses fungos habitantes do solo.

Compatibilidade de Trichoderma com agrotdxicos

O controle bioldgico, dentro do manejo integrado de doengas, deve ser usado em
associagao com outras estratégias de controle, entre as quais o controle quimico (Bergamin Filho
& Amorim, 2011). Trichoderma é o principal agente fungico de controle de doencas e para que
produtos bioldgicos que o contenham como base sejam adotados nesse tipo de manejo, é
necessario garantir que outros produtos aplicados durante o ciclo da cultura, como agrotdxicos,
nédo afetem o desempenho do fungo antagonista. Para isso, séo feitos estudos de compatibilidade
de Trichoderma com diferentes produtos comerciais e dosagens. Se bem adequada, essa tatica
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pode trazer efeito sinérgico, garantindo um maior controle de doencas do que aplicados
individualmente (Dilbo et al., 2015)

Silva et al. (2018) testaram conidios de isolados de T. asperellum e T. asperelloides ap6s
exposicao ao fungicida azoxistrobina, pertencente ao grupo quimico estrobilurina, em diferentes
concentragdes, tendo observado reducdo na porcentagem de germinacao, atingindo 0 % na maior
dose adotada. Entretanto, nesse mesmo estudo foi observado que a pulverizagdo com
azoxistrobina, mesmo em maiores doses, ndo interferiu na capacidade de um isolado de T.
asperellum parasitar micélio e esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotinia minor.

Widmer (2019) avaliou a capacidade de crescimento de coldnias de isolados de T.
asperellum em meio suplementado com fungicidas em diferentes doses. O fungicida boscalida
ndo afetou o crescimento das colénias em nenhuma das dosagens, enquanto azoxistrobina e
clorotalonil, apesar da variagdo da resposta entre isolados, apresentaram inibicdo do
desenvolvimento das coldnias, a qual foi crescente com o aumento das doses.

Outro isolado de T. asperellum foi cultivado em meio suplementado com fungicidas de
diferentes classes quimicas (Maheswary et al., 2020), e como no estudo citado anteriormente, esse
isolado também teve crescimento micelial inibido na presenga de azoxistrobina. Varios outros
fungicidas, como captan, tebuconazol, propiconazol e carbedazim também alcancaram altas
porcentagens de inibicao de T. asperellum em todas as doses utilizadas. J& os fungicidas mancozeb
e matalaxyl ndo afetaram o crescimento do fungo.

Saxena et al. (2014) testaram a compatibilidade de T. harzianum com diferentes
fungicidas, sendo esta positiva com 0 mancozeb, até na maior dose adotada. Ja no estudo de Boat
etal. (2018), esse mesmo fungicida inibiu completamente o crescimento micelial de T. asperellum
em todas as doses estudadas.

Tecnologias como a fusdo de protoplastos vém sendo desenvolvidas com intuito de obter
linhagens de Trichoderma que unam caracteristicas de interesse, dentre elas, a compatibilidade
com produtos quimicos. Hirpara & Gajera (2018) estudaram a fusdo de protoplasto entre uma cepa
de Trichoderma virens NBAII, capaz de micoparasitar Sclerotium rolfsii, e T. koningii MTCC
796, cepa tolerante a fungicidas. Foram obtidos 19 fusantes com diferentes graus de toleréncia aos
fungicidas mancozeb, tiram, tebuconazol e carbendazim. Um deles se destacou pelo antagonismo
a S. rolfsii, associado a um alto grau de tolerancia aos produtos quimicos.

Apesar da tendéncia de um agente de controle bioldgico fungico apresentar sensibilidade

a fungicidas, produtos quimicos com outros alvos biologicos adotados na cultura de interesse,
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como os herbicidas e inseticidas, também precisam ser testados em combinacdo com o agente de
biocontrole. Santoro et al. (2014) demonstraram que alguns herbicidas de uso comuns nas lavouras
brasileiras, como o atrazina, glifosato, diuron, 2,4-D e clomazone, ndo afetaram a germinacgéo de
esporos de T. atroviride. Porém, esporos expostos aos herbicidas carfentrazona-etilica e
sulfentrazona tiveram a germinacao inibida consideravelmente.

No estudo de Dhanya et al. (2016) um isolado de T. viride foi avaliado quanto a
compatibilidade com inseticidas, dentre eles o imidacloprid, flubendiamida e acefato, néo tendo
sido afetado. J& frente ao inseticida fipronil, houve 25% de inibicdo do crescimento micelial,
quando comparado a testemunha.

De forma geral, 0 que se observa é que a compatibilidade entre Trichoderma e produtos
quimicos decresce a medida que se aumenta a concentracao destes produtos (Widmer et al., 2019).
O género Trichoderma é muito diverso, e os resultados comentados acima mostram que além de
uma variacao entre espécies, é possivel que as respostas se diferenciem também entre isolados de
mesma espécie, logo, € importante testar a compatibilidade de cada potencial agente de controle

bioldgico individualmente.
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CAPITULO 1
Inibicdo micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani

e Sclerotium rolfsii por cepas comerciais de Trichoderma utilizadas no Brasil

Resumo

Trichoderma € o principal fungo agente de controle bioldgico de doencas de plantas
comercializado no Brasil. Até 0 momento, existem 38 produtos registrados, tendo cinco espécies
como principio ativo: T. harzianum, T. asperellum, T. koningiopsis, T. afroharzianum e T.
stromaticum. Um produto bioldgico pode ser aplicado em todas as culturas, e sua recomendacao
é feita com base no alvo bioldgico, e, no caso de Trichoderma, esses alvos sdo em grande maioria
patdgenos habitantes do solo. Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani e Sclerotium rolfsii sdo patégenos desse grupo, que afetam diversas culturas, sobrevivendo
no solo em forma de estruturas de sobrevivéncia. Existem biopesticidas a base de Trichoderma
para uso contra esses patdgenos citados, exceto S. rolfsii. Estudos comparando cepas comerciais
de Trichoderma frente a patdgenos de plantas sdo escassos na literatura, assim, é dificil concluir
sobre o desempenho deles. O objetivo desse estudo foi comparar o potencial antagdnico de oito
das principais cepas comerciais de Trichoderma utilizadas em lavouras brasileiras, através de
experimentos in vitro. Para isso, foi avaliada a capacidade de inibi¢do do crescimento micelial dos
patdgenos, pelo pareamento de culturas e pela exposi¢cdo aos compostos organicos volateis de
Trichoderma, utilizando o método da atmosfera compartilhada. Todas as cepas foram capazes de
inibir, em diferentes proporg¢des, o crescimento dos fitopatdgenos, em ambos 0s experimentos.
Porém, a cepa T. harzianum CCT 7589 esteve entre as que apresentaram as maiores porcentagens

de inibicdo do crescimento, em ambos os testes, cultivo pareado e atmosfera compartilhada.

Introducao

Trichoderma € um fungo cosmopolita de vida livre no solo, que pode ser encontrado
colonizando madeiras em decomposicao e, principalmente, na rizosfera e no rizoplano, como
também colonizando endofiticamente os tecidos vegetais (Abreu e Pfenning, 2019). Esse género
é reconhecido pela alta capacidade de parasitar fitopatdgenos, mas também pela multiplicidade de
mecanismos de ac¢do: competicdo, antibiose, promogéo de crescimento e inducao de resisténcia de
plantas (Machado et al., 2012).

No Brasil, o controle biolégico de doencas de plantas é ainda recente. Houve relato de pelo

menos um biofungicida colocado disponivel em 1987 (Bettiol, et al., 2019). Porém, o primeiro
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registro ocorreu na primeira década deste seculo. Atualmente, Trichoderma spp. é o principal
fungo para uso contra fitopatogenos, em todo o mundo. Apesar do grande numero de espécies
hoje reconhecidas dentro do género, apenas quatro espécies do fungo compdem 32 produtos com
registro no pais, quais sejam T. harzianum, T. asperellum, T. afroharzianum, T. stromaticum e
T. koningiopsis (AGROFIT, 2022), predominando T. harzianum. Entretanto, estudos de Chaverri
et al. (2015) apontam para a necessidade de uma revisdo da identificacdo de algumas dessas
espécies.

Diferentemente dos agrotoxicos, cujos registros sdo por cultura, produtos biolégicos, em
geral, sdo registrados para alvos bioldgicos. No caso de Trichoderma, a maioria desses alvos sdo
patogenos radiculares. Existe uma diversidade de formula¢fes no mercado, nas quais 0s conidios
sdo a base dos formulados, sendo estes apresentados como granulados dispersiveis, pds-
molhaveis, concentrados emulsionaveis e suspensfes concentradas (Bettiol, et al., 2019). Tais
produtos podem ser utilizados em todas as culturas e em qualquer das estratégias de uso, como
tratamento de sementes, suplementaccdo do solo, ou por meio de pulverizagfes das partes aéreas
(AGROFIT, 2022).

Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium
rolfsii sdo patdgenos de plantas que habitam o solo. Esses patdgenos sdo responsaveis por grandes
perdas agricolas. Podem infectar sementes, comprometendo a germinacéo e o vigor de plantulas
e, desta forma, causar baixa densidade de plantas no inicio do desenvolvimento da cultura; nas
fases vegetativas mais avancadas, provocam lesfes em raizes e partes aéreas (Lopes e Michereff,
2018). Além do mais, produzem estruturas de sobrevivéncia, como esclerédios e
microesclerddios, o que Ihes garante a sobrevivéncia no solo por varios anos, fato que dificulta o
controle das doencas (Michereff, 2005).

Estudos comparando cepas comerciais de Trichoderma séo escassos, e 0s encontrados na
literatura tratam de promocéo de crescimento de plantas (Barroso et al., 2014; Ferreira et al., 2021,
Oliveira et al., 2018). Todavia, existem davidas por parte de pesquisadores, assistentes técnicos e
agricultores, sobre a eficiéncia das diferentes cepas comerciais utilizadas no Brasil, frente aos
patogenos colocados em questdo. Em uma andlise inicial, € possivel observar nas bulas dos
produtos, que nenhuma das oitos cepas mais conhecidas tem recomendagéo conjunta para todos
0s patogenos citados anteriormente. A maioria possui em comum a recomendagdo para
S. sclerotiorum e R. solani. Dois desses produtos sdo recomendados para uso contra

M. phaseolina, e, curiosamente, nenhuma dessas cepas possui especificacdo técnica com relacéo
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ao fungo S. rolfsii. Macrophomina phaseolina e S. rolfsii eram considerados patogenos
secundarios no cultivo de gréos, o que explicaria a escassez de produtos que os tenham como alvo,
porém, ambos vém adquirindo importancia nos ultimos anos (Almeida et al., 2014; Grigolli,
2015).

O presente estudo tem como objetivo comparar o potencial antagdnico de oito das
principais cepas de Trichoderma utilizadas no pais contra os patdgenos de solo mencionados,
adotando os métodos de pareamento de culturas e de exposi¢cdo aos compostos organicos volateis

produzidos pelas mesmas cepas comerciais.

Material e Métodos
Origem e preservacgao das cepas

Foram utilizadas oito cepas de Trichoderma isoladas de produtos comerciais registrados
no MAPA (Tabela 1). A partir de culturas puras obtidas, foi realizado o cultivo monosporico de
cada cepa e o material foi preservado para uso nos ensaios. Os patdégenos [Macrophomina
phaseolina CEN1628, Sclerotinia sclerotiorum CEN1147, Rhizoctonia solani CEN1627 e
Sclerotium rolfsii CEN216] foram recuperados de subamostras mantidas em Colecdo, na

Embrapa. Cada experimento foi conduzido duas vezes para confirmacgéo dos dados.

Tabela 1: Cepas comerciais de Trichoderma” utilizadas nos ensaios e patdgenos alvos.

Cepa Patogenos Alvo

S. sclerotiorum, M. phaseolina,

IBLF 006 (T. harzianum) R solani

URM 5911 (T. asperellum) S. s_clerotloru_m, R. solani, _
Fusarium solani f. sp. phaseoli
CPQBA 040-11DRM 09 (T. harzianum) R. solani, S. sclerotiorum

CCT 7589 (T. harzianum) R. solani, S. sclerotiorum

M. phaseolina, S. sclerotiorum, Pratylenchus

T22 (T. harzianum) brachyurus, F. oxysporum f. sp. lycopersici

. R. solani, S. Sclerotiorum, F. solani f. sp. phaseoli,
ESALQ-1306 (T. harzianum) Thielaviopsis paradoxa, Pratylenchus zeae

UFT 201 (T. asperellum) **

R. solani, S. sclerotiorum,

BV10 (T. asperellum) P. brachyurus, F. oxysporum

*Informac&o de espécie contida no rétulo do produto; **Recomendado para promogéo de crescimento de

plantas.
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Avaliacdo do antagonismo das cepas comerciais de Trichoderma contra M. phaseolina, S.
sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii por meio do pareamento de culturas

Foram realizados ensaios individualizados para cada um dos quatro patégenos. Discos de
micélio de 5 mm foram retirados de col6nias de Trichoderma crescidas em meio Batata Dextrose
Agar (BDA) Merck®, com cinco dias de incubagio e transferidos para a extremidade de placas de
Petri (um disco/placa), contendo 20 mL do mesmo meio. Simultaneamente, foram depositados,
na extremidade oposta das placas, discos de micélio dos patdgenos. O tratamento testemunha foi
constituido de placas de Petri contendo somente patdgeno. As placas foram incubadas a 25 °C,
com fotoperiodo de 12 horas. A inibicdo do crescimento micelial dos patdgenos foi avaliada
guando as coldnias dos tratamentos testemunha preencheram toda a placa de Petri. As avaliacfes
consistiram de medicdo, com paquimetro, do didmetro das col6nias. Os percentuais de inibicao
foram calculados pela férmula: | = (C-T/C) x 100, onde | = indice de inibigdo (%); C = didmetro
das colénias do patdgeno na placa controle e T = diametro das col6nias do patégeno nos
pareamentos (Mello et al., 2007). Além disso, foi avaliado o efeito dos tratamentos na producéo
de esclerddios por S. sclerotiorum e S. rolfsii, por meio da contagem manual, realizada ap6s 15 e
20 dias de incubag&o, respectivamente. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticdes por linhagem de Trichoderma, sendo a unidade experimental
constituida de uma placa de Petri. Os dados obtidos (percentuais de inibicdo do crescimento
micelial) foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).

Avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e
S. Rolfsii, expostos aos compostos organicos volateis de cepas comerciais de Trichoderma
Discos de micélio de 5 mm de didmetro de BDA Merck® colonizado por Trichoderma,
com cinco dias de incubacdo, foram transferidos para a base de uma placa de Petri contendo 20
mL de meio BDA. Do mesmo modo, discos de micélio colonizados por Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii foram depositados
na base de outra placa de Petri com meio BDA. As bases das placas contendo os antagonistas e
patdgenos foram sobrepostas, envolvidas com Parafilm® e seladas com plastico filme, com o
patogeno permanecendo na placa superior. A testemunha consistiu no conjunto de placas contendo
apenas 0s patdgenos. As culturas foram incubadas a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12

horas.
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Apos a total colonizacdo da superficie do meio BDA nos tratamentos controle, foram
tomadas medidas do didmetro das colonias com o auxilio de um paquimetro digital. Os valores
médios de inibicdo foram calculados com o uso da formula: | = (C — T)/C x 100, onde “I”
representa o indice de inibigdo (%); “C” é o didmetro das col6nias dos patégenos nos tratamentos
controle; e “T”, o didmetro das col6nias do patdgeno nos tratamentos com o antagonista; em
milimetros. O experimento foi conduzido em DIC, com quatro repeti¢ces por tratamento. Os
dados obtidos (percentuais de inibicdo do crescimento micelial) foram submetidos a anélise de
variancia e, as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o

software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).

Resultados
Avaliacdo do antagonismo das cepas comerciais de Trichoderma contra M. phaseolina, S.
sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii por meio do pareamento de culturas

Nos experimentos de cultivo pareado, observou-se que as oito cepas comerciais de
Trichoderma inibem o crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e
S. rolfsii. Todas as cepas atingiram porcentagens médias de inibi¢do de M. phaseolina, em relacao
a testemunha, superiores a 59,4 % (Tabela 2). Com relacdo a esse patdgeno, a cepa T. harzianum
CCT 7589 se destacou ao apresentar um valor médio de inibicdo de 80,6 %, destacando-se
também contra R. solani, para o qual, a inibi¢do do crescimento micelial foi de 62,0 %, em média.

Tabela 2: Inibicdo do crescimento micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii por cepas comerciais de Trichoderma, em
cultivo pareado.

Inibicdo Micelial (%)*

Cepa : : : -
M. phaseolina S. sclerotiorum R. solani S. rolfsii
IBLF 006 73,1+3,19b 65,2+1,80a 58,1+1,67b 54,8+1,28a
URM 5911 64,4+7,20c 58.9+3,33a 50,2+2,10c 47,8+1,92¢
CPQBA040-11DRM09 59,4+1,11c 63,3%5,88a 55,6+1,57b 55,2+0,64a
CCT 7589 80,6+1,43a 68,9+2,94a 62,0+3,44a 54,8+0,64a
T22 61,7+0,64c 63,0+3,21a 55,6+0,56b 51,5+1,70b
ESALQ-1306 69,7+8,08b 65,6+2,94a 48,3+1,43c 51,9+1,28b
UFT 201 64,2+1,40c 62,0+4,00a 56,7+2,69b 54,4+0,00a
BV10 64,4+1,29c 60,2+2,94a 53,1+1,06b 54,4+1,11a
CV** (%) 6,50 5,87 3,69 2,31

*Valores seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).
“Coeficiente de Variagio (%).
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Na Figura 1, apresentam-se 0s aspectos das colonias de Trichoderma spp. e de
M. phaseolina durante o cultivo pareado, aos quatro dias de incubacdo. Nota-se que todas as cepas
cresceram sobre as col6nias do patdgeno. Esporulacdo por quase toda a extenséo das col6nias foi
observada no tratamento com a cepa T. harzianum CCT 7589, ja aos quatro dias de incubacéo.
Aos 12 dias, foi possivel notar a producdo abundante de esporos com todas as cepas de
Trichoderma sobre as col6nias de M. phaseolina.

Aos cinco dias de idade, T. harzianum IBLF 006, T. harzianum CPQBA 040-11DRM 09,
T. harzianum CCT 7589 e T. asperellum UFT 201 avancavam sobre as colbnias de R. solani
(Figuras 2A, C, D, E e G) e ja se observou a producdo de esporos do antagonista, em alguns casos.
Apds 10 dias, era possivel observar a presenca de conidios sobre as colénias do patégeno, com
todas essas cepas.

J& no pareamento de culturas com S. sclerotiorum, as médias de inibicdo do patdgeno
variaram entre 58,9 e 68,9 %, e as cepas ndo diferiram estatisticamente entre si. Notou-se, na
maioria dos tratamentos, a formacao de uma zona de inibi¢éo entre antagonista e patdgeno (Figura
3) Apos 10 dias de incubacéo, T. harzianum CCT 7589 e T. asperellum UFT 201 cobriam toda a
superfice do meio, invadindo as col6nias de S. sclerotiorum. Além disso, todas as cepas, exceto
T. asperellum URM 5911, foram capazes de reduzir a producédo de esclerddios de S. sclerotiorum
em mais de 87 % (Tabela 3).

Nos experimentos com S. rolfsii, cinco cepas (T. harzianum IBLF 006, T. harzianum
CPQBAO040-11DRMQ9, T. harzianum CCT 7589, T. asperellum UFT 201 e T. asperellum BV10)
apresentaram maiores valores médios de inibicdo em relacdo as demais, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Porém, as cepas T. asperellum UFT 201 e T. asperellum BV10 ndo
exibiram o mesmo padrdo na segunda execuc¢do do experimento, apresentado valores médios
inferiores, em inibigdo de crescimento micelial. No tratamento com T. asperellum BV10 houve a
formacdo de uma ampla faixa de inibicao (Figura 4H). Também, em outros tratamentos, observou-
se a presenca de zonas de inibicdo bem demarcadas, embora mais estreitas (Figura 4A e C).

O micélio de S. rolfsii cresceu sobre as col6nias das cepas T. asperellum URM 5911 e T.
harzianum ESALQ-1306, proximo a zona de contato (Figuras 4B, E e F). Nos tratamentos com
as cepas T. harzianum CPQBAO040-11DRMOQ9, T. harzianum CCT 7589 e T. asperellum BV10,
Trichoderma spp. esporulou sobre toda as extensdo das colonias de S. rolfsii. A producédo de
esclerddios foi consideravelmente reduzida (em mais de 79 %), principalmente T. harzianum
IBLF 006, T. harzianum CPQBAO040-11DRMQ9, T. harzianum CCT 7589, T. harzianum ESALQ-

40



1306, T. asperellum UFT 201 e T. asperellum BV10 (Tabela 3).

Figura 1: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Macrophomina phaseolina, aos quatro dias de
crescimento. A: IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRMO09, D: CCT 7589, E: T22, F: Esalq
1306, G: UFT 201, H: BV10, I: Controle (M. phaseolina CEN1628).

Figura 2: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Rhizoctonia solani, aos cinco dias de crescimento. A:
IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRM09, D: CCT 7589, E: T22, F: Esalq 1306, G: UFT 201,
H: BV10, I: Controle (R. solani CEN1627).

Figura 3: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum aos cinco dias de idade. A:
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IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRM09, D: CCT 7589, E: T22, F: Esalq 1306, G: UFT 201,
H: BV10, I: Controle (S. sclerotiorum CEN1147).

Figura 4: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Sclerotium rolfsii aos seis dias de idade. A: IBLF 006,
B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRMO09, D: CCT 7589, E: T22, F: Esalq 1306, G: UFT 201, H: BV10,
I: Controle (S. rolfsii CEN216).

Tabela 3: Numero de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii aos 15 e 20 dias
de incubacdo, respectivamente, nas culturas pareadas com Trichoderma spp.

NuUmero de esclerédios*

CEN

S. sclerotiorum S. rolfsii
IBLF 006 0,3+0,58a 52,3+21,54a
URM 5911 10,3+5,515b 88,0+7,21b
CPQBA040-11DRM09 0,7+0,58a 27,0+13,11a
CCT 7589 1,3+1,53a 32,7+15,04a
T22 2,3+1,15a 74,0+18,68b
ESALQ-1306 1,0+1,73a 56,0+21,70a
UFT 201 1,7+1,53a 41,3+13,05a
BV10 2,0+2,00a 43,3+10,50a
Controle 17,7+1,15¢ 272,3+30,66¢
CV** (%) 47,08 23,71

*Valores seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05).
**Coeficiente de Variacéo (%).

Avaliacdo da inibigdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e
S. rolfsii expostos aos compostos organicos volateis de cepas comerciais de Trichoderma
Nesse estudo, M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii foram expostos aos

experimentos de compostos organicos volateis (COVs) de cepas comerciais de Trichoderma, pelo
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sistema de atmosfera compartilhada, no qual disco de micélio do antagonista é depositado na placa
inferior e do patdgeno na placa superior.

As cepas T. harzianum IBLF 006, T. harzianum CCT 7589 e T. harzianum ESALQ-1306,
foram as que apresentaram os valores médios de inibigao do crescimento de M. phaseolina (19,6,
24,2 e 16,7 %, respectivamente) mais elevados (Tabela 4). Entretanto, esse resultado ndo se
repetiu com T. harzianum ESALQ-1306 na segunda execucdo do experimento, quando néo diferiu
estatisticamente das menores médias verificadas. Além disso, observando os aspectos das
culturas, todas essas cepas inibiram a formacdo de microesclerddios, visto que, via de regra, as

coldnias se apresentam escuras devido a presenca dessas estruturas (Figura 5).

Tabela 4: Inibicdo do crescimento micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii em exposicdo aos compostos organicos
volateis das cepas comerciais de Trichoderma.

Inibicdo Micelial (%)*

Cepa
M. phaseolina S. sclerotiorum R. solani S. rolfsii

IBLF 006 19,6+4,68a 21,1#3,27h 20,3+3,08a  51,8+1,60a
URM 5911 2,9+4,19¢ 27,246,684 11,74253b  33,5+2,58b
CPQBA040-11DRM 9 11,2+6,72b 20,6+4,78b 26,6+4,31a  48,5+3,58a
CCT 7589 24,2+1,32a 28,0+8,13a 25441232 52,5+4,68a
T22 16,6+3,02b 19,0+6,80b 22,7+2,62a  48,8+10,06a
ESALQ-1306 16,7+1,82a 31,3+2,95a 20,4+499a  53,9+6,83a
UFT 201 13,9+4,23b 12,646,81b 15,6+4,90b  40,4+2,37b
BV10 11,4+3.03b 26,0+6,61a 9,1+6,13b 48,9+1,92a
CV** (%) 28,90 26,04 22,62 10,13

*Valores seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). *“Coeficiente de
Variacao (%).

As cepas T. harzianum CCT 7589 e T. harzianum ESALQ-1306 apresentaram as maiores
médias de inibicdo de S. sclerotirorum, sendo 31,3 e 28,8 %, respectivamente (Tabela 4). Ja
T.asperellum URM 5911 e BV10, embora se destacando no primeiro experimento, nao
apresentaram o mesmo padrdo de resposta na segunda execucao dos testes. O aspecto das colnias
pode ser observado na Figura 6.

Quanto aR. solani, os COVs das cepas T. harzianum IBLF 006, T. harzianum CPQBA040-
11DRMQ09, T. harzianum CCT 7589, T. harzianum T22 e T. harzianum ESALQ-1306
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apresentaram as maiores médias de inibicdo de crescimento micelial do patégeno (Tabela 4). Além
disso, as colbnias expostas aos antagonistas, visualmente, apresentaram menor produgdo de
micélio aéreo (Figura 7).

Nos experimentos com S. rolfsii, T. harzianum IBLF 006, T. harzianum CPQBAO040-
11DRMO09, T. harzianum CCT 7589, T. harzianum T22, T. harzianum ESALQ-1306 e T.
asperellum BV10 apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo do patdégeno (Tabela 4),
seguido das cepas T. asperellum URM 5911 e UFT 201, que também inibiram consideravelmente
o crescimento micelial de S. rolfsii (Figura 8).

Figura5: Col6nias de Macrophomina phaseolina aos trés dias de idade, expostas aos compostos organicos
voléteis de Trichoderma spp. A: IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRMO09, D: CCT 7589, E:
T22, F: Esalg 1306, G: UFT 201, H: BV10, I: Controle (M. phaseolina CEN1628).

~ - —— ~

Figura 6: Coldnias de Sclerotinia sclerotiorum aos trés dias de idade, expostas aos compostos organicos
voléteis de Trichoderma spp. A: IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA 040-11DRM 09, D: CCT 7589, E:
T22, F: Esalg 1306, G: UFT 201, H: BV10, I: Controle (S. sclerotiorum CEN1147).
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Figura 7: Coldnias de Rhizoctonia solani aos quatro dias de idade, expostas aos compostos organicos
volateis de Trichoderma spp. A: IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRM09, D: CCT 7589, E:
T22, F: Esalg 1306, G: UFT 201, H: BV10, I: Controle (R. solani CEN1627).

—

Figura 8: Colbnias de Sclerotium rolfsii aos quatro dias de idade, com exposi¢cdo aos compostos organicos
voléteis de Trichoderma spp. A: IBLF 006, B: URM 5911, C: CPQBA040-11DRMO09, D: CCT 7589, E:
T22, F: Esalq 1306, G: UFT 201, H: BV10, I: Controle (S. rolfsii CEN216).

Discussao

Neste estudo, foi feito um comparativo do potencial de cepas comerciais de
desenvolvimento de colbnias de quatro patégenos de plantas: Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Para isso, foram utilizados os
métodos de culturas pareadas e de atmosfera compartilhada ou sistema de placas invertidas.

No pareamento de culturas, a cepa T. harzianum CCT 7589 apresentou a maior inibigdo
micelial de M. phaseolina, alcancando a porcentagem de 80,6 %, além de exibir habilidade
micoparasitica, pois aos seis dias de incubacdo crescia sobre quase toda a col6nia do patégeno,

enguanto as demais cepas levaram mais tempo para colonizar toda a placa. No estudo de Rajani
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et al. (2021), isolados de Trichoderma, incluindo a espécie T. harzianum, também cresceram e
esporularam por toda a col6nia de M. phaseolina no cultivo pareado.

A cepa T. harzianum CCT 7589 também se destacou nos testes de inibicéo do crescimento
de R. solani, tendo atingido a porcentagem média de 62,0 % e, aos seis dias de incubacéo,
avancando sobre as col6nias do patégeno. As cepas T. harzianum IBLF 006, T. harzianum
CPQBO040-11DRMO09 e T. asperellum UFT 201 comportaram da mesma forma. Nos pareamentos
com S. sclerotiorum, todas as cepas apresentaram porcentagens de inibi¢cdo do crescimento com
médias estatisticamente iguais, variando entre 58,9 % e 68,9 %. As cepas T. harzianum CCT 7589
e T. asperellum UFT 201 demonstraram maior habilidade micoparasitica, pois colonizaram toda
a colénia do patdgeno. Além disso, exceto T. asperellum URM 5911, todas as cepas inibiram
consideravelmente o nimero de esclerddios produzidos pelas coldnias de S. sclerotiorum.

No cultivo duplo com S. rolfsii, T. harzianum CCT 7589 também esteve entre as maiores
médias de inibicdo, junto com as cepas T. harzianum IBLF 006 e T. harzianum CPQBAO040-
11DRMO09, nos dois experimentos executados. No tratamento com a cepa T. asperellum BV10
houve a formacdo de um grande halo de inibicdo entre as colonias, o que significa que o
mecanismo de antibiose pode estar fortemente relacionado ao antagonismo do patégeno, uma vez
que o crescimento micelial deste foi interrompido antes do contato entre as colénias. Além disso,
todos as cepas aqui estudadas reduziram o numero de esclerédios. Também no estudo conduzido
por lIsaias et al. (2014), com, cepas de Trichoderma ndo comerciais, compostos ndo volateis de
um isolado de T. asperellum foram capazes de inibir o crescimento de S. rolfsii em mais de 50 %.

A cepa T. harzianum CCT 7589 foi a que mais se destacou frente aos patdgenos durante o
cultivo pareado. Além de se apresentar como micoparasita, demonstrou capacidade de inibir a
producdo de esclerddios por S. sclerotiorum e S. rolfsii. Outros isolados de T. harzianum também
ja foram demonstrados inibirem a formagdo de esclerddios em coldnias desses patdgenos
(Abdullah et al., 2008; Kushwaha et al., 2018). Esclerddios sao a principal forma de sobrevivéncia
e disseminacgdo desses patdgenos, logo, um agente de controle biolégico que consiga parasitar
essas estruturas tém grande potencial para diminuir a incidéncia e severidade das doencas.

O parasitismo exercido por T. harzianum sobre esclerodios de S. rolfsii, foi demonstrado
anteriormente (Benhamou et al., 1996). Os autores inferem que a penetracdo na parede do
hospedeiro foi alcancada por meio de hifas contraidas. Além disso, observacGes estruturais,
mostraram que 0 crescimento e desenvolvimento de Trichoderma coincidiram com extensas

alteracbes nas células hospedeiras, como retracdo e agregacdo do citoplasma, e quebra de
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vacuolos. Outro mecanismo utilizado por Trichoderma, durante o parasitismo, € a producédo de
enzimas degradadoras de parede celular, tais como quitinases, celulases e [B-1,3-glucanase
(Hirpara et al., 2017; Wonglom et al., 2019).

J& no experimento com compostos organicos volateis, a cepa T. harzianum CCT 7589 foi
destaque frente a M. phaseolina, pois estao entre as que apresentaram as maiores médias nos dois
experimentos executados, diferentemente da cepa T. harzianum ESALQ 1306. Além disso, foi
observada uma reducdo na producdo de microesclerddios pela col6nia. Igbal & Mukhtar (2020)
demonstraram que diferentes espécies de Trichoderma testadas foram capazes de inibir o
crescimento micelial e a producdo de microesclerodios por M. phaseolina. Nesse estudo, um
isolado da espécie T. harzianum ficou entre os mais eficazes.

Nos ensaios com S. sclerotiorum, as cepas T. harzianum CCT 7589 e T. harzianum
ESALQ-1306 foram as que mais inibiram o crescimento do patdgeno. As cepas T. harzianum
IBLF 006, T. harzianum CPQBAO040-11DRMO09, T. harzianum CCT 7589, T. harzianum T22 e
T. harzianum ESALQ-1306 apresentaram as maiores médias de inibicdo do crescimento de
R. solani e S. rolfsii. Vinale et al. (2006) demonstraram que compostos originados do metabolismo
secundério da cepa T. harzianum T22, também foram capazes de inibir o crescimento de R. solani.

A antibiose exercida por compostos organicos volateis € um importante mecanismo de
acdo de Trichoderma e tem sido utilizada como um dos parametros para a selecdo de linhagens
desses fungos como agentes de biocontrole (Kaddes et al., 2019; Silva et al., 2020). Os genomas
de varias espécies de Trichoderma tém sido identificados como ricos em genes que codificam
enzimas responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios, o que pode contribuir para uma
potencial vantagem competitiva em suas atividades de biocontrole (Guo et al., 2019). Nossos
resultados demonstraram que a capacidade das cepas comerciais de Trichoderma de inibirem
patdgenos de solo, por COVs, é heterogénea. Isso esta em conformidade com o estudo de Cooney
& Lauren (1998), ao inferirem que a producdo de COVs de Trichoderma spp. pode ser especifica
para cada tipo de patdgeno antagonizado. Esses autores mostraram niveis mais elevados de
6-pentil-a-pirona (6PAP) produzido por T. harzianum, em confronto com B. cinerea e, em menor
quantidade, em confronto com Fusarium culmorum e R. solani.

Estudos comparativos entre produtos comerciais disponiveis no mercado sdo escassos, e
os encontrados tratam principalmente de promogéo de crescimento de plantas (Barroso et al.,
2014; Ferreira et al., 2021, Oliveira et al., 2018). Estudos conduzidos por Macena et al. (2020)
mostraram, com as cepas T. harzianum T22 e T. asperellum URM 5911, a supressdo da
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germinacdo miceliogénica e carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum, e quando foram
aplicadas em sementes de soja, promoveram crescimento de plantas e preveniram o ataque de
patdgeno.

Nas duas metodologias adotadas no presente trabalho, todas as cepas de Trichoderma
apresentaram capacidade inibitéria dos fungos testados, porém a cepa T. harzianum CCT 7589
mostrou resultados superiores quanto a habilidade micoparasitica e de inibicdo de esclerddios, e
também nos experimentos de compostos organicos volateis, 0o que sugere que esta cepa possui
habilidade para atuar também por antibiose, por emissdo de compostos volateis toxicos aos
patogenos. Além disso, todas as cepas apresentaram potencial na inibicdo contra S. rolfsii, apesar
de nenhum dos produtos testados ser recomendado para o controle desse patogeno.

Nenhuma das cepas comerciais aqui estudadas estao registradas para uso contra todos os
patdgenos testados, apesar dos resultados favoraveis obtidos. Além disso, patdgenos como M.
Phaseolina e S. rolfsii, que ha alguns anos eram considerados secundarios em culturas como soja
e milho, vem ganhando importancia no Brasil (Almeida et al., 2014, Grigolli, 2015). O presente
estudo compara diferentes cepas comerciais de Trichoderma no antagonismo a diferentes
patdgenos de solo, em condigdes in vitro, e nos ddo indicagdo do possivel comportamento dessas
cepas em condicBes in vivo. A escolha das oitos cepas comerciais para os testes desenvolvidos
teve como base questionamentos de pesquisadores, assistentes técnicos e agricultores sobre a
eficiéncia das cepas utilizadas na agricultura brasileira. Entretanto, recomendam-se novos estudos
para avaliar o comportamento das mesmas in vivo e, desta forma, oferecer mais robustez a esses

dados iniciais , assim, garantir informacdes mais seguras aos agricultores.

Concluséo

Todas as cepas comerciais testadas inibiram, em diferentes proporcdes, o crescimento
micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium
rolfsii nos experimentos de culturas pareadas e exposicdo aos compostos organicos volateis. A
cepa T. harzianum CCT 7589 foi a que mais se destacou no pareamento de culturas e na exposi¢ao

aos compostos organicos volateis.
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CAPITULO 2
Efeito de cepas ndo comerciais de Trichoderma no crescimento micelial de Macrophomina

phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii

Resumo

Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii sdo
patdgenos habitantes do solo, capazes de sobreviver nesse ambiente por longos periodos como
estruturas de sobrevivéncia e ocasionam doengas radiculares em diferentes espécies de plantas.
Esses fitopatdgenos afetam a germinacao das sementes, além de infectar raizes e caules, causando
0 tombamento das plantulas. Trichoderma € o principal agente de controle biolégico de doencas
veiculadas pelo solo. E capaz de atuar por diferentes mecanismos de a¢do, como competicao,
micoparasitismo, antibiose, promo¢do de crescimento e indugdo de resisténcia. Além disso,
fungos desse género sdo capazes de colonizar esclerddios, reduzindo sua viabilidade. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a capacidade de diferentes cepas de Trichoderma para inibir o
crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii, pelos métodos:
pareamento de culturas, exposi¢do aos compostos organicos volateis em atmosfera compartilhada
e exposicdo aos extratos brutos obtidos a partir de filtrados autoclavados de culturas do
antagonista. Todas as cepas de Trichoderma inibiram o crescimento dos quatro patdgenos
testados, nos testes de cultivo pareado e atmosfera compartilhada. As cepas CEN1277 e CEN1559,
ambos pertentes a espécie T. asperelloides, destacaram-se entre as que apresentaram as maiores
porcentagens de inibicao, com diferentes porcentagens entre si e conforme a metodologia adotada.
Os filtrados autoclavados de T. afroharzianum CEN287 e T. rifaii CEN288 foram superiores na
inibicdo de S. sclerotiorum, alcangando 75,6 e 79,2 % de inibicdo, respectivamente. Ja
M. phaseolina e R. solani ndo foram inibidos por nenhum dos tratamentos, enquanto S. rolfsii

apresentou inconsisténcia nos resultados.

Introducgéo

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo, entre os quais Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii, sdo responsaveis por grandes
perdas na agricultura. Eles sdo capazes de sobreviver por longos periodos de tempo em forma de
estruturas de sobrevivéncia, os esclerddios, que sdo agregados miceliais cobertos por uma camada

melanizada. Geralmente esses fungos s@o bons competidores e podem permanecer como
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saprofitas nos restos culturais (Michereff et al., 2005). Também podem ser carreados pelas
sementes, causam tombamentos de pré e pos-emergéncia (damping off) e, quando presentes no
solo, sdo capazes de infectar as raizes e o colo das plantas. Em estagios mais avangados da cultura,
causam lesdes, murchas e, no caso de infecgdes mais severas, morte de plantas (Bedendo, 2018).

Além da ampla gama de hospedeiros, a habilidade para sobreviverem nos residuos
culturais e de se manterem viaveis no solo como esclerddios, dificulta 0 manejo das doencas
causadas por esses patdgenos, por medidas culturais como a rotacdo de culturas e pelo uso de
fungicidas quimicos (David et al., 2018). Assim, o controle biol6gico de doengas assume um
importante papel no manejo de doencas de solo, além de promover a sustentabilidade e a reducéo
do uso de agroquimicos (O'Brien, 2017).

O género Trichoderma pertence ao filo Ascomycota, familia Hypocreaceae (Kirk, 2012).
Séo fungos benéficos que possuem atividade contra varios fitopatdgenos e atuam por diferentes
mecanismos de a¢do, como competi¢do, micoparasitismo e antibiose, este envolvendo a producao
de compostos volateis e nao volateis. Atuam também indiretamente, por inducédo de resisténcia e
promocao de crescimento de plantas (Rubio et al., 2014), devido a capacidade para sobreviver em
restos culturais e na rizosfera das plantas, com as quais podem estabelecer interacdo do tipo
simbiose (Queiroz et al., 2004; Saravankumar et al., 2016). Tais interacGes variam entre isolados,
ou seja, intraespecificamente, e, também, dependendo da espécie de planta envolvida (Druzhinina
etal., 2011; Sandro, 2020).

Diferentes estudos relatam a capcidade de Trichoderma spp. para inibir o crescimento
micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii, bem como a formacéo e
germinacdo de esclerddios, atuando por diferentes mecanismos de acdo (Isaias et al., 2014,
Carvalho et al., 2015; Rajani et al., 2021; Silva et al., 2021b). A Colecdo de Agentes de Controle
Biol6gico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) contém mais de 1500
isolados de Trichoderma. Recentemente, 60 cepas de Trichoderma foram testadas contra
diferentes patogenos e oito dessas foram selecionadas. Assim, o objetivo desse trabalho € avaliar

cepas de Trichoderma quanto a supressdo dos patdgenos mencionados, em experimentos in vitro.

Material e Métodos
Origem e preservacao das cepas utilizados

Foram utilizadas oito cepas de Trichoderma (Tabela 1) pertencentes a Colecéo de Agentes
de Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia,
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Distrito Federal, selecionados a partir de estudos anteriores. Os patdgenos testados foram
Macrophomina phaseolina CEN1628, Sclerotinia sclerotiorum CEN1147, Rhizoctonia solani
CEN1627 e Sclerotium rolfsii CEN216, também mantidos na Colegéo.

Tabela 1: Origem das cepas de Trichoderma utilizadas.

Cadigo Local de coleta Rizosfera/hospedeiro Espécie

CENZ281 Copebras/DF Gossypium sp. T. afroharzianum
CENZ287 Copebras/DF Gossypium sp. T. afroharzianum
CEN288 Copebras/DF Gossypium sp. T. rifaii
CEN1242 Rajadinha/DF Zea mays T. azevedoi
CEN1277 Rajadinha/DF Petroselinum crispum T. asperelloides
CEN1513 Manaus/AM Theobroma cacao T. koningiopsis
CEN1546 Poconé/MT Pantanal T. afroharzianum
CEN1559 Poconé/MT Pantanal T. asperelloides

Inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii pelas
cepas de Trichoderma em culturas pareadas

Discos de micélio de 5 mm de diametro (@) foram retirados das coldnias de Trichoderma
obtidas em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) Merck®, com 5 ou 6 dias de incubacio
e transferidos para a extremidade de placas de Petri de 90 mm de diametro (um disco/placa),
contendo 20 mL do mesmo meio. Simultaneamente, foram depositados individualmente na
extremidade oposta das placas, discos de micélio dos patdgenos Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. O tratamento testemunha foi
constituido de placas de Petri contendo somente patégeno. As placas com S. sclerotiorum em M.
phaseolina foram incubadas a 25 °C, e aquelas com R. solani e S. rolfsii a 28 °C, todas com
fotoperiodo de 12 horas. A inibicdo do crescimento micelial dos patdégenos foi avaliada quando
as coldnias dos tratamentos testemunha colonizaram toda a superficie do meio, tomando-se as
medidas do diametro das colénias, utilizando régua milimetrada. Os calculos de percentuais de
inibicdo foram realizados pela formula: | = (C-T/C) x 100, onde | = indice de inibi¢do (%); C
didmetro das coldnias na placa controle e; T = didmetro das coldnias do patégeno nos pareamentos

(Melo et al., 2007). Além disso, foi realizada a contagem manual de esclerddios de S. rolfsii e S.
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sclerotiorum apo6s 15 dias de crescimento das col6nias. Foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com cinco repeticdes por cepa de Trichoderma, sendo a unidade experimental
constituida de uma placa de Petri. O experimento foi conduzido duas vezes. Os dados obtidos
(percentuais de inibicdo do crescimento micelial) foram submetidos & anélise de variancia, e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar
5.6 (Ferreira, 2011).

Inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii
expostos a compostos organicos volateis de cepas de Trichoderma

Discos de micélio de (5 mm @) de BDA Merck® colonizado com Trichoderma, aos 5 - 6
dias de cultivo, foram transferidos para a base de uma placa de Petri (90 mm @) contendo 20 mL
de meio BDA. Ap6s incubagdo por 72 horas a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, discos de micélio
colonizados por M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. Rolfsii, foram depositados em outras
bases de placas, também com meio BDA. Imediatamente ap0s, as bases contendo patdégeno foram
sobrepostas as bases contendo Trichoderma. Nesse experimento, as cepas de Trichoderma foram
cultivadas trés dias antes da montagem do experimento devido a relatos de que quando o
antagonista esta em fase de esporulacdo, a capacidade de inibicdo micelial € maior (Silva et al.,
2021a). As combinagdes, cada uma representando um tratamento, foram unidas com Parafilm® e
0 conjunto selado com plastico filme, mantendo-se as placas cotendo patégeno na posicdo
superior. As culturas, assim preparadas, foram distribuidas em camara de crescimento, onde se
mantiveram & temperaturas de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, de modo que o patdgeno
ocupou a parte superior do conjunto. Testemunhas consistiram de conjuntos de placas contendo
apenas patdgeno na parte superior.

Apos a total colonizacdo do meio BDA nas testemunhas, foram tomadas medidas do
didmetro das col6nias com o auxilio de régua milimetrada. Os valores médios de inibicdo foram
calculados com o uso da formula: 1 = (C — T)/C x 100, onde “I” representa a porcentagem de
inibicdo, “C” os valores da medida de diametro da cultura dos patdégenos nos tratamentos controle
e “T”, dos valores dos tratamentos com a presenca do antagonista, em milimetros. O experimento
foi conduzido duas vezes, em DIC, com trés repeti¢Bes por tratamento. Os valores de inibi¢do do
crescimento micelial foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011). Ao final

do experimento, aos cinco dias, as placas com os patdgenos foram retiradas da atmosfera
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compartilhada, fechadas com uma tampa de placa de Petri e incubadas novamente, para observar
se 0 crescimento micelial e formacdo de esclerddios seria afetado apds o contato com 0s

compostos organicos volateis emitidos pelo antagonista.

Inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii sob
exposicao a filtrados de colénia de Trichoderma

Os patdgenos M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii foram expostos aos
filtrados autoclavados produzidos pelas oito cepas de Trichoderma. Para isso, foram distribuidos
150 mL de meio liquido (Batata-Dextrose-BD) em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Cada frasco
recebeu trés discos de micélio de colbnias de Trichoderma e foram mantidos sob agitacdo, por
sete dias. Posteriormente, coletou-se o filtrado de cada cultura do antagonista em gaze esterilizada
e esses filtrados foram individualmente incorporados a aliquota de meio BDA, na proporc¢éo de
25%, ou seja, cada frasco continha ¥4 de filtrado de Trichoderma e % de BDA (Guimaré&es et al.,
2016, adaptado). Apos autoclavagem a temperatura de 121 °C por 20 minutos, os meios contendo
filtrado de Trichoderma foram vertidos em placas de 90 mm e disco de micélio colonizadodos
com patégeno foram depositados na superficie do meio. Placas contendo meio sem adicdo de
filtrado de Trichoderma foram utilizadas como testemunhas. O experimento foi conduzido em
DIC, com nove tratamentos (cepas de Trichoderma + mais testemunhas) e cinco repeti¢des. Cada
experimento foi conduzido pelo menos duas vezes para confirmacdo dos dados.

A avaliacdo consistiu na medicao dos diametros das col6nias dos patdgenos e calculo das
porcentagens de inibi¢do do crescimento micelial, em relacdo a testemunha, utilizando a formula:
| = (C - T)/C x 100, onde “I” representa a porcentagem de inibicdo, “C” os valores da medida de
diametro da cultura dos patdgenos nos tratamentos controle e “T”, dos valores dos tratamentos
com a presenca do antagonista. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, as medias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6
(Ferreira, 2011).

Resultados
Inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii por
linhagens de Trichoderma, pelo método de pareamento de culturas

As oito cepas testadas inibiram o crescimento do patdogeno M. phaseolina em pelo menos
61,3%, com destaque para T. azevedoi CEN1242, T. koningiopsis CEN1513, T.afroharzianum
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CEN1546 e T. asperelloides CEN1559, que alcancaram o0s maiores valores medios de
porcentagem de inibicdo (Tabela 2). Além disso, todos as cepas avancaram sobre as colonias do
patdgeno, inclusive produzindo esporos. Esse fato foi observado principalmente como as cepas
T. asperelloides CEN1277 e CEN1559, que cobriram praticamente toda a placa de Petri (Figura
1). No tratamento com T. afroharzianum CEN1546, inicialmente, houve a formacdo de uma

grande zona de inibicdo (Figura 1D), posteriormente encoberta pela cepa de Trichoderma.

Tabela 2. Inibicdo micelial de Macrophomina phaseolina, Sclarotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani e Sclerotium rolfsii por cepas ndo comerciais de Trichoderma, no cultivo pareado.

Inibigdo Micelial (%)*

Cepa
M. phaseolina S. sclerotiorum R. solani S. rolfsii

CENZ281 63,1+1,65b 57,3+3,90a 52,0+2,13c 54,9+2,43b
CEN287 62,0£2,53b 56,8+3,63a 51,3+2,77c 55,6+1,36b
CEN288 61,3+1,22b 57,3+0,99a 54,2+1,45h 50,4+3,90c
CEN1242 64,9+1,27a 56,0+2,02a 56,9+1,45a 53,3+2,61b
CEN1277 61,5+1,27b 54,9+3,90a 55,8+1,22a 59,3+1,86a
CEN1513 67,1+1,68a 58,2+6,96a 57,1+0,99a 60,0+1,57a
CEN1546 64,9+2 01a 57,1+4,42a 54,7+1,45a 54,2+3,96b
CEN1559 65,3+1,45a 53,3+34,16a 53,6+1,99b 49,8+2,41c
CV** (%) 2,70 7,72 3,37 4,74

*Valores seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). *“Coeficiente de
Variacao (%).

Quanto ao patégeno S. sclerotiorum, os valores médios de inibicao do crescimento micelial
variaram entre 53,3 e 58,2% (Tabela 2, Figura 2), sem que fosse detectada diferenca significativa
entre os valores médios obtidos com as cepas, ao nivel de 0,05. Vale enfatizar que o coeficiente
de variacdo foi mais alto, com este patdégeno. Na contagem do nimero de esclerddios realizada
aos 15 dias, observou-se que as cepas T. asperelloides CEN1277 e CEN1559 inibiram
completamente a producdo dessas estruturas de sobrevivéncia (Tabela 3). Todas as cepas de
Trichoderma sobrepuseram as colonias do patdgeno e produziram esporos em abundancia.
Notou-se que os esclerodios formados em presenca de T. koningiopsis CEN1513 perderam a
rigidez, mostrando-se deteriorados.

Nos pareamentos com R. solani, aos cinco dias de crescimento, quatro cepas apresentaram
0s maiores valores médios de inibi¢do do crescimento micelial T. azevedoi CEN1242 (56,9 %), T.
asperelloides CEN1277 (55,8 %), T. afroharzianum CEN1546 (54,7 %) e o T. koningiopsis
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CEN1513 (57,7 %). O avanco de Trichoderma sobre as coldnias do patégeno foi observado ja no
quinto dia, com as cepas T. asperelloides CEN1277 e CEN1559. (Figura 3). Apos 10 dias, todas
as cepas do antagonista foram observadas crescendo sobre as col6nias do patégeno.

Figura 1: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Macrophomina phaseolina aos cinco dias de
crescimento. A: CEN1277, B: CEN287, C: CEN288, D: CEN1546, E: CEN1513, F; CEN281, G:
CEN1242, H: CEN1559, I: Controle (M. phaseolina CEN1628).

Figura 2: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum aos cinco dias de cultivo. A:
CEN1277, B: CEN287, C: CEN288, D: CEN1546, E: CEN1513, F: CEN281, G: CEN1242, H: CEN1559,
I: Controle (S. sclerotiorum CEN1147).

Quanto ao S. rolfsii, T. asperelloides CEN1277 e T. koningiopsis CEN1513 de
Trichoderma apresentaram os maiores indices de inibicdo, de 59,3 e 60,0 %, respectivamente
(Tabela 2). Aos cinco dias de cultivo, foi observado o crescimento das cepas de Trichoderma
sobre as colbnias do patdgeno, a excessdo de T. azevedoi CEN1242, que foi invadido pelo S.
rolfsii (Figura 4). Na contagem do numero de esclerodios aos 15 dias, foi observado que todas as
cepas testadas reduziram drasticamente a producdo dessas estruturas de sobrevivéncia, em
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comparacao com a testemunha (Tabela 3). Perda de rigidez dos esclerddios foi notada, exceto com

a cepa T. koningiopsis CEN1513.

Figura 3: Culturas pareadas de Trichoderma spp. e Rhizoctonia solani ap6s cinco dias de cultivo. A:
CEN1277, B: CEN287, C: CEN288, D: CEN1546, E: CEN1513, F: CEN281, G: CEN1242, H: CEN1559,
I: Controle (R. solani CEN1627).

Figura 4: Pareamento de culturas entre Trichoderma spp. e Sclerotium rolfsii apds cinco dias de
crescimento. A: CEN1277, B: CEN287, C: CEN288, D: CEN1546, E: CEN1513, F: CEN281, G:
CEN1242, H: CEN1559, I: Controle (S. rolfsii CEN216).
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Tabela 3: NUumero de esclerddios produzidos por Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii
apods 15 dias cultivados em pareamento com Trichoderma spp.

NUmero de esclerodios

CEN

S. sclerotiorum S. rolfsii

CENZ281 4,2+2,59b 13,316,24a
CEN287 7,8+2,59c 14,8+7,54a
CENZ288 6,4+1,14b 22,5+4,43a
CEN1242 2,0+a 23,8+16,52a
CEN1277 Oa 15,3£3,30a
CEN1513 5,0£2,55b 46,8+15,95b
CEN1546 9,4+3,21c 20,0+£8,04a
CEN1559 Oa 22,5+3,87a
Controle 32,8+3,77d 173,3+£21,61c
CV (%)* 32,65 29,39

*Valores seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). "Coeficiente de
Variacao (%).

Inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii
expostos aos compostos organicos volateis de cepas de Trichoderma

Ao ser avaliado o crescimento micelial dos patdgenos cultivados em atmosfera
compartilhada com as oito cepas de Trichoderma utilizadas neste estudo, observou-se que todas
a excessao de T. koningiopsis CEN1513 apresentaram porcentagens de inibicdo de M. phaseolina
acima de 59,8 % e ndo diferiram significativamente entre si (Tabela 4). Portanto, diferenca
significativa foi observada entre CEN1513 e as demais.

As cepas T. azevedoi CEN1242, T. asperelloides CEN1277 e CEN1559 foram as que
apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo de S. sclerotiorum, cujos valores ficaram em
67,5 %, 63,2 % e 63,8 %, respectivamente. Nos tratamentos com Trichoderma spp., as colonias
apresentaram micélio escasso, em comparacdo com as testemunhas. Ja no experimento com
R. solani, T. asperelloides CEN1559 inibiu totalmente o crescimento micelial do patogeno,
seguido de T. asperelloides CEN1277, que apresentou em média 84,2 % de inibi¢do. As cepas
T. asperelloides CEN 1277 e CEN1559 se destacaram na inibicdo de S. rolfsii pela producéo
desses compostos, atingindo valores médios de 84,8 e 85,6 %.

Por fim, apds os patdgenos serem retirados do sistema de atmosfera compartilhada, todos

retomaram o crescimento e formaram coldnias com aspecto micelial e formacdo de esclerddios
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semelhantes ao controle.

Tabela 4: Inibigdo micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani e Sclerotium rolfsii por compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma.

Inibicdo Micelial (%)*

Cepa
M. phaseolina S. sclerotiorum R. solani S. rolfsii

CEN281 64,443 54a 55,5+11,19b  78,71,78c 77 3+4.83p
CEN287 59,8+6,09a 57,2+¢4,03b  [7.2¥2,45C 76 1+152b
CEN288 62,8+12,09a 54,4+342h  711¥461d 75343 84p
CEN1242 70,3+4,07a 67,5¢3,97a  6:3£5,310c 73746 20p
CEN1277 66,9+4,32a 63,2¢3,02a  842%L15b g4 .8+0 392
CEN1513 48 545,76 49,645,850  0689+321d 68 1+074c
CEN1546 67,9+4,36a 58,5¢3,400  (22*1.50C 76 441 78b
CEN1559 71,046,592 63,8+2,65a 100,0+0a g5 6+0,30a
CV** (%) 10,20 9,66 4,01 4,30

*Valores seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). “"Coeficiente de
Variagao (%).

Avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e
S. rolfsii expostos aos filtrados culturas de Trichoderma spp.

Os patégenos M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii foram cultivados em
meio de cultura suplementado com filtrados de quatro cepas de Trichoderma e foi avaliado o
crescimento micelial. Macrophomina phaseolina e R. solani ndo apresentaram inibicdo do
crescimento pelos filtrados adicionados no meio (Tabela 5).

Os tratamentos com as cepas T. afroharzianum CEN287 e T. rifaii CEN288 foram os que
mais inibiram S. sclerotiorum, com porcentagens meédias de 75,6 e 79,2 %; verificou-se
crescimento micelial apenas préximo ao disco de micélio depositado no centro da placa (Tabela
5). Ja T. azevedoi CEN1242 e T. koningiopsis CEN1513 néo inibiram o crescimento do patégeno
e as coldnias se assemelhavam ao verificado nas testemunhas. As cepas T. asperelloides CEN1277
e CEN1559 inibiram o crescimento micelial e a formacdo de esclerodios pelas culturas S.

sclerotiorum.

61



Tabela 5: Inibicdo micelial de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia
solani por filtrados de cultura de Trichoderma spp.

Inibicdo Micelial (%)*

CEN
M. phaseolina S. sclerotiorum R. solani

CEN281 0 61,8+2,82c 0
CEN287 0 75,6+2,36a 0
CENZ288 0 79,246,052 0
CEN1242 0 Oe 0
CEN1277 0 59,2+3,59¢ 0
CEN1513 0 Oe 0
CEN1546 0 18,1+2,03d 0
CEN1559 0 65,945,51b 0
CV (%)** - 8,51 -

*Valores seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). “Coeficiente de
Variacao (%).

Quanto ao S. rolfsii, verificou-se uma inconsisténcia dos resultados entre 0s experimentos,
ou seja, as respostas em alguns tratamentos variaram a cada experimento, sendo dificil tirar

alguma concluséo sobre a eficiéncia dos isolados no controle do patdgeno.

Discusséo

Nesse estudo, oito cepas de Trichoderma mantidas na Colecdo de Agentes de Controle
Biol6gico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram testados quanto a inibicdo do
crescimento micelial dos patdgenos M. phaseolina, S. sclerotiorum, R. solani e S. rolfsii, com o
uso de trés metodologias: pareamento de culturas, exposi¢cdo aos compostos organicos volateis
(COVs) e aos filtrados brutos de Trichoderma spp.

As cepas T. asperelloides CEN1277, T. koningiopsis CEN1513, T. afroharzianum CEN
1546 e T. asperelloides CEN1559 apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo do
crescimento micelial de M. phaseolina no cultivo pareado. Trichoderma asperelloides CEN1277
e T. asperelloides CEN1559 avangaram sobre as colonias do patdgeno, indicando exercer forte
atividade micoparasitica. Ja T. afroharzianum CEN1546 formou uma zona de inibicdo, ou seja,
area sem crescimento micelial, provavelmente em decorréncia da producao de substancias toxicas
ao patogeno ou pela privagdo de nutrientes utilizados antes por Trichoderma. Mendoza et al.

(2015) também relataram o micoparasitismo e a formacéo de zonas de inibi¢do entre as colénias
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de Trichoderma spp. e M. phaseolina. Outras espécies de Trichoderma ja foram relatadas como
eficientes na inibicdo de M. phaseolina no pareamento de culturas, entre as quais, T. harzianum
(Khalili et al., 2016), T. hamatum (Igbal & Mukhtar, 2020), T. viride (Khann et al., 2019) e T.
longibrachiatum (Sridharan et al., 2020). E importante considerar que a inibicdo de patdgenos no
pareamento de culturas pode estar relacionada tanto ao hiperparasitismo como a competicao por
espaco, nutrientes e oxigénio (Mendonza et al., 2015).

J& no experimento de compostos organicos volateis, T. koningiopsis CEN1513 apresentou
a menor média de inibicdo do crescimento de M. phaseolina, enquanto as demais cepas nao
diferiram estatisticamente entre si. Com esse resultado é possivel postular que T. koningiopsis
CEN1513 ndo possui a capacidade de emitir COVs como principal estratégia de antagonismo, a
menos que as condi¢des de cultivo ndo tenha sido favoraveis a expressdo dessa caracteristica, para
a cepa em questdo. O método da atmosfera compartilhada também foi adotado por Sridharan et
al. (2020), que relataram a producéo de COVs por T. longibrachiatum, com a consequente reducao
do crescimento micelial de M. phaseolina.

No pareamento de culturas, todas as cepas de Trichoderma testadas foram capazes de inibir
o0 crescimento de S. sclerotiorum em mais de 53% e as porcentagens médias verificadas com as
diferentes cepas nao diferiram estatisticamente. Com 15 dias de crescimento, todas as cepas
cobriram as col6nias do patdgeno, demonstrando habilidade micoparasitica. Além disso, T.
asperelloides CEN1277 e T. asperelloides CEN1559 inibiram completamente a formacao de
esclerédios por S. sclerotiorum. J& a cepa T. koningiopsis CEN1513 reduziu rigidez dos
esclerodios, indicando deterioracdo dessas estruturas dos patdgenos. Sumida et al. (2018) também
demonstraram, com pareamento de culturas, a acao antagonica de duas cepas de T. asperelloides,
relacionada a inibi¢do do crescimento micelial de isolados de S. sclerotiorum procedentes de
diferentes regides do Brasil.

No presente trabalho, as cepas T. asperelloides CEN1277, T. asperelloides CEN1559 e T.
azevedoi CEN1242 também se destacaram na inibicao de S. sclerotiorum por emissdo de COVs.
Essa espécie foi descrita em anos recentes (Inglis et al., 2020). Alem disso, as coldnias do
patogeno apresentaram micélio menos compacto comparadas ao tratamento testemunhas, o que
pode estar relacionado a producédo de hifas com menor diametro pelo patdgeno frente exposicdo
aos COVs de Trichoderma spp., como relatado por Silva et al. (2020). Em um estudo recente de
Silva et al. (2021b) foi relatado que os COVs de outra cepa de T. azevedoi (CEN1241) reduziu a

severidade do mofo-branco em alface e a germinacdo miceliogénica de esclerddios de
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S. sclerotiorum. QOutros estudos, adotando metodologias semelhantes, confirmam o resultado de
inibicdo de S. sclerotiorum por COVs de Trichoderma spp. (Ojaghian et al., 2019, Rajani et al.,
2021).

Jano experimento com filtrados de culturas, T. afroharzianum CEN287 e T. rifaii CEN288
apresentaram as maiores porcentagens de inibicao de S. sclerotiorum, sugerindo que a habilidade
dessas cepas em antagonizar esse patdgeno esta relacionada a liberacdo de substancias toxicas
durante a fermentacdo liquida, embora esse fato ndo descarte a possibilidade de haver outros
mecanismos envolvidos. Ha relatos de inibi¢do do crescimento de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli e Cladosporium herbarum (Carvalho et al., 2014; Guimaréaes et al., 2016) por essas duas
cepas. Carvalho et al. (2015) conduziram ensaios de campo com T. afroharzianum CEN287, no
qual demonstraram a reducdo do numero de apotécios formados a partir da germinacdo de
esclerddios de S. sclerotiorum, como também, a reducéo da severidade do mofo-branco em feijao
comum.

As cepas T. asperelloides CEN1277 e T. asperelloides CEN1559 inibiram totalmente a
formacdo de esclerddios de S. sclerotiorum, demonstrando grande potencial para suprimir a
formacéo dessas estruturas de sobrevivéncia, lembrando que tais estruturas exercem importante
papel na permanéncia no solo e na disseminacao desse fitopatdgeno. A toxidade, in vitro, sobre
S. sclerotiorum causada por filtrados de Trichoderma spp. verificada neste trabalho corrobora
resultados obtidos por Sumida et al. (2018) e por Zhang et al. (2016). O tratamento com a cepa
T. azevedoi CEN1242 nédo apresentou inibicdo micelial de S. sclerotiorum, diferentemente do
resultado encontrado por Marques et al. (2018), que analisou a mesma cepa.

Quanto a R. solani, as oito cepas de Trichoderma inibiram o crescimento micelial do
patdgeno em culturas pareadas, com porcentagens de inibicdo acima de 51,3 %. Destacaram-se
T. asperelloides CEN1277 e T. asperelloides CEN1559, que rapidamente avangaram sobre a
colénia de R. solani (aos cinco dias de incubacdo). Resultados semelhantes foram relatados
recentemente, com diferentes cepas de Trichoderma (Kahn et al.,2019; Gajera et al., 2020).
Tambem Kotasthane et al. (2015) demonstraram no confronto de Trichoderma sp. com R. solani,
que o antagonista foi capaz de envolver a hifa do hospedeiro e penetrar suas células.

Novamente, T. asperelloides CEN1277 e CEN1559 apresentaram as maiores porcentagens
de inibicdo do crescimento micelial de R. solani relacionada a producdo de COVs, chegando a
100 % com T. asperelloides CEN1559, ou seja, além de exibirem acdo micoparasita, estas cepas
também séo eximias produtoras de COVs. A capacidade de emitir esses compostos toxicos a
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R. solani também foi descrita por Chaudhary et al. (2020), com T. harzianum e T. atroviridae,
cujos indices de inibicdo foram de 72,5 e 64,5 %, respectivamente. Ainda, Halifu et al. (2020),
relataram essa habilidade com uma cepa de T. virens, cujo indice de inibi¢do ao R. solani foi de
80,10 %.

No pareamento de culturas de Trichoderma com S. rolfsii, as cepas T. asperelloides
CEN1277 e T. koningiopsis CEN1513 apresentaram os maiores indices de inibicédo (59,3 e 60,0 %,
respectivamente). Trichoderma koningiopsis CEN1513 néo apresentou, entretanto, habilidade
para parasitar esclerodios, nem de reduzir a formacao destes nas culturas examinadas. Kushwaha
et al. (2018) também demonstrou a inibicdo desse patdgeno por T. virens e T. harzianum, sendo
gue ambas as espécies também foram capazes de reduzir em mais de 80 % o nimero de esclerodios
formados pelas culturas. Resultados também interessantes foram verificados com
T. longibrachiatum, T. viride e T. aureoviride (Kotasthane et al., 2015; Rajani et al., 2021). Ainda,
Kotasthane et al. (2015) relataram, em um estudo com um Trichoderma néo identificado em nivel
de espécie, lise de parede de hifas do patdgeno por metabdlitos toxicos liberados pelo antagonista,
seguida de dissolugdo do conteudo citoplasmatico.

Todas as cepas de Trichoderma foram capazes de emitir COVs e inibir o crescimento
micelial de S. rolfsii, sendo que T. asperelloides CEN1277 e T. asperelloides CEN1559 foram as
que apresentaram 0s maiores indices de inibicdo. Isaias et al. (2014) encontraram resultados
semelhantes com outras cepas da Colecéo.

Ja no experimento em que se utilizaram filtrados de Trichoderma, a falta de consisténcia
dos resultados ndo possibilitaram uma conclusdo sobre atividade das cepas contra o patdgeno
S. rolfsii. Entretanto, foi possivel notar que T. afroharzianum CEN281 e T. rifaii CEN288 foram
capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno em todos 0s experimentos, embora ndo tenham
apresentado o mesmo padrdo em termos da porcentagem de inibi¢cdo. Outros estudos utilizando
filtrados de diferentes espécies de Trichoderma mostraram a habilidade de diferentes cepas para
suprimirem o crescimento desse patdgeno (Isaias et al., 2014; Marques et al., 2018; Rajani et al.,
2021).

No presente estudo, os filtrados de cultura de Trichoderma spp. foram autoclavados apos
adicdo ao meio e provavelmente esse fato esteja relacionado a variacao verificada nos resultados.
Filtrados de Trichoderma também podem ser esterelizados através da filtragem em membrana de
celulose, para incorporacdo ao meio ja autoclavado (Rajani et al., 2021). Outro procedimento
adequado seria a obtencdo dos extratos utilizando solventes organicos (Sumida et al., 2018). Isaias
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et al. (2014) avaliou a termoestabilidade de filtrados de Trichoderma spp., e mesmo havendo uma
diminuicdo na porcentagem de inibicdo, os compostos ndo perderam a capacidade de inibir o
crescimento micelial de S. rolfsii e Verticillium dahliae. Estudos conduzidos por Marques et al.
(2018) revelaram que os metabdlitos secundarios de algumas cepas de Trichoderma possuem
amplo expectro de acdo anti-fungica, porém, outras sdo patdégenos-especificas.

Apesar dos filtrados autoclavados de Trichoderma ndo terem inibido o crescimento dos
patdgenos M. phaseolina e R solani, no meio de cultivo, ndo se pode afirmar que o mecanismo de
antibiose por compostos ndo volateis sdo ineficientes. Extratos brutos de T. longibrachiatume T.
virens inibiram o crescimento de ambos, M. phaseolina e R. solani, quando extraidos com
solventes organicos (Halifu et al., 2020; Sridharan et al., 2021). Outra hipétese a ser considerada
é a de que a concentracdo do filtrado de Trichoderma adotada nédo foi suficiente, necessitando de
novos experimentos utilizando diferentes concentracdes para se ter uma resposta. E importante
salientar que a quantidade produzida e as propriedade dos metabolitos fungicos € influenciada
pelas condicdes de cultivo.

No geral, observa-se que a capacidade de antagonizar fitopatégenos € varidvel entre
espécies e entre cepas da mesma espécie, assim como ja foi relatado por outros autores (Igbal &
Mukhtar, 2020; Kotasthane et al., 2015; Rajani et al., 2021). Além disso, um isolado pode ter
maior habilidade em um determinado mecanismo de acdo do que em outro (Kushwaha et al.,
2018). Por isso estudos de diferentes interacGes entre esses microrganismos sao importantes para
selecionar aquele que melhor se aplica a cada patossistema, ou para combinar isolados com
diferentes mecanismos de acéo.

O micoparasitismo realizado por Trichoderma pode estar relacionado a penetracdo de
hifas, alteracdo da permeabilidade de membrana celular e outras alteracfes nas células
hospedeiras, como retracdo e agregacgdo do citoplasma, quebra de vacuolos e producdo de enzimas
degradadoras de parede celular do patdogeno, como quitinases, celulases e B-1,3-glucanase
(Hirpara et al., 2017; Kotasthane et al., 2015; Wonglom et al., 2019). Além de um estudo
comparativo entre potenciais agentes de controle bioldgico, esses resultados podem auxiliar no
entendimento dos mecanismos de agéo utilizados pelas diferentes cepas de Trichoderma. Existe
uma variedade de compostos, volateis e ndo volateis, emitidos por Trichoderma spp., 0s quais
podem estar relacionados as atividades antagonistica exercida sobre os fitopatdgenos, sendo que
o perfil desses compostos em cada cepa pode ser espécie ou isolado dependente, tambem
influenciado pelas interagcdes no ambiente (Sridharan, et al., 2020). Os compostos mais comuns
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produzidos por Trichoderma spp. pertencem as classes dos policetideos, pironas, terpenoides,
compostos heterociclicos, butenolideos e peptaibols (Ramada et al., 2019).

No presente estudo, as cepas T. asperelloides CEN1277 e CEN1559, foram as que mais se
destacaram na inibigdo do crescimento dos fitopatdgenos estudados e na inibigdo dos esclerodios
por S. sclerotiorum e S. rolfsii. Ambas as cepas demonstraram a habilidades de competicdo,
micoparasitismo, antibiose por emissdo de compostos organicos volateis e ndo volateis, além de
reduzirem a produgdo de esclerddios. Entretanto, as oito cepas se revelaram potencialmente
capazes de controlar o desenvolvimento dos quatro fitopatdgenos que infectam culturas
economicamente importantes e esse potencial necessita agora ser mellhor examinado por meio de
estudos em plantas.

Quanto a atividade antifingica de compostos organicos volateis e ndo volateis de
Trichoderma, é interessante, ao se pensar no uso aplicado desses compostos como biofumigantes
(caso dos COVs), e como produtos naturais, obtidos a partir de cepas de Trichoderma, que estes
poderiam ser utilizados como estratégias adicionais ao controle bioldgico, no manejo das doencas
de plantas (Ruangwong et al., 2021; Sumida et al., 2018). Assim, € possivel imaginar, porventura,
formulagBes de produtos a base de células vivas de Trichoderma enriquecidos com compostos
bioativos, pois, dessa forma, os compostos toxicos aos patdgenos estariam prontamente
disponiveis logo apds a aplicacdo e as células vivas garantiriam a manutencdo da atividade de

biocontrole por mais tempo.

Concluséo

As oito cepas de Trichoderma testadas neste trabalho inibem o crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii,
como verificado nos testes de culturas pareadas e de exposi¢do aos compostos organicos volateis.

As cepas T. asperelloides CEN1277 e CEN1559 destacaram-se quanto a inibicdo do
crescimento dos fitopatdgenos, bem como, na inibicdo de formagdo de esclerédios de
S. sclerotiorum e S. rolfsii.

Filtrados autoclavados das cepas T. afroharzianum CEN287 e T. rifaii CEN288 se
destacaram na inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. Os demais patdégenos néao
foram inibidos pelos filtrados de Trichoderma spp. ou ndo apresentaram resultados consistentes,

aos se considerar os diferentes experimentos.
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CAPITULO 3

Compatibilidade de cepas de Trichoderma com agrotdxicos

Resumo

Trichoderma spp. € o principal agente fungico no controle bioldgico de doencas de plantas
causadas por diferentes patogenos. Esse agente de biocontrole pode fazer parte de um manejo
integrado de doencas, onde sdo utilizadas diferentes estratégias de controle, entre as quais, 0 Uso
de controle quimico. Para garantia de que fungicidas, inseticidas e herbicidas quimicos,
rotineiramente empregados durante o ciclo da cultura, ndo irdo afetar a eficacia de Trichoderma,
realizam-se os testes de compatibilidade. Logo, o objetivo deste estudo é testar a compatibilidade
de quatro cepas de Trichoderma com agrotdxicos de diferentes grupos quimicos, recomendados
para a cultura da soja. Foram avaliados: o crescimento micelial das cepas em meio de cultura
suplementado com os produtos quimicos, em duas doses; a capacidade de germinacdo de conidios
qguando expostos a duas doses de caldas dos produtos; e o efeito de produtos indicados no
tratamento de sementes, no crescimento micelial de Trichoderma. Os resultados variaram entre as
cepas, doses e tipo de uso testados. O inseticida Fipronil foi o U(nico que apresentou
compatibilidade em todos os casos. Os fungicidas Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb,
Metconazol, Fenpropimorfe/Cilco-hexanona e Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina
demonstraram ser incompativeis com as quatro cepas testadas. Pelo menos uma das cepas
apresentou algum nivel de tolerancia aos herbicidas 2,4-D, Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol
monoetil éter, Glifosato, Cletodim, Atrazina; e aos fungicidas Piraclostrobina/Fluxapiroxade,
Procimidona, Mancozeb, Tiofanato metilico, Picoxistrobina/Ciproconazol,
Fluxapiroxade/Protioconazol, Propiconazol/Difenoconazol e Tebuconazol. O fungicida
Fludioxonil e os inseticidas Clorantraniliprole e Imidacloprido/Tiodicarbe, recomendados para o
tratamento de sementes, ndo afetaram o crescimento de Trichoderma, diferentemente de

Carbendazim/Tiram que causou certa inibi¢cdo quando comparado aos demais.

Introducgéo

O manejo integrado de doencas de plantas (MID) consiste na adogdo de diferentes
estratégias de controle, qual sejam controle cultural, fisico, genético, quimico e biolégico. As
estratégias a serem adotadas com base em fatores técnicos, econdmicos e ambientais (Bergamin

Filho & Amorim, 2018). O controle bioldgico de doengas (CBD) pode ser conceituado como o
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“controle de um organismo por outro organismo”, ou o controle de um patdogeno por um
microrganismo antagonista (Bettiol et al, 2019). Logo, quando se usa dessa estratégia, devem-se
excluir praticas que interfiram na eficacia e sobrevivéncia dos agentes de controle bioldgico.
Fungos do género Trichoderma estdo entre os antagonistas de maior interesse, posto que é
considerado eficaz no controle de diversas doencas de plantas causadas por fungos e nematoides.
Esses fungos sdo capazes de sobreviver em restos culturais e na rizosfera das plantas (Queiroz et
al., 2004; Saravanakumar et al., 2016), e de colonizar estruturas de sobrevivéncia (esclerddios) de
fungos fitopatogénicos (Meyer, et al., 2016).

Trichoderma spp. podem, em determinados casos, serem usados em substituicdo ao
controle quimico, como também, de modo simultaneo ou alternados com este, durante o ciclo da
cultura. Ha relatos de que o uso associado de Trichoderma e produtos quimicos pode causar efeitos
sinérgico e aditivo (Dilbo et al., 2015). Diferentes agroquimicos sdo utilizados nos sistemas
agricolas (fungicidas, inseticidas, herbicidas, entre outros) e tais moléculas, podem afetar a acao
dos biofungicidas (Dhanya et al., 2016; Santoro et al., 2014). Portanto, a associacdo dos dois
métodos requer a verificacdo prévia da compatibilidade entre ingredientes ativos, formulagdes,
doses, tecnologia e época de aplicacdo (Dalcosta et al., 2019).

Os agrotoxicos tém sido utilizados ha varios anos para controlar doencas de plantas
(Godoy et al., 2015). Porém, sua intensa utilizacdo em altas dosagens, tem causado impactos
ambientais, contaminacdo dos alimentos, intoxicacdo de agricultores, além do surgimento de
resisténcia entre os patdgenos (Bettiol & Morandi, 2009). Face ao que foi dito, estudos prévios de
compatibilidade com esses produtos sdo fundamentais para o sucesso na combinacao com agentes
bioldgico. Nesse trabalho, quatro cepas de Trichoderma que se revelaram promissores para uso
como ingredientes ativos de biofungicidas em estudos anteriores foram testados quanto a
compatibilidade com fungicidas, inseticidas e herbicidas registrados para a cultura da soja no

Brasil.

Material e Métodos
Cepas de Trichoderma utilizadas

As quatro cepas utilizadas nestes estudos de compatibilidade foram T. afroharzianum
CENZ281, T. afroharzianum CENZ287, T. azevedoi CEN1242 e T. koningiopsis CEN1513. Essas
cepas, pertencentes a Colecédo de Agentes de Controle Biologico da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (CENARGEN), vem sendo extensamente avaliadas contra varios patogenos de
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solo que afetam a soja e outras culturas, com resultados promissores.

Agrotoxicos utilizados

Foram testados 14 fungicidas, sete herbicidas e trés inseticidas (Tabela 1), que fazem parte

do manejo da soja atualmente.

Tabela 1: Nome comercial, classe e grupo quimico dos agrotoxicos testados.

Nome comercial Fabricante Classe Principio ativo

Cronnos® ADAMA Fungicida Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb
Blavity® BASF S.A. Fungicida Fluxapiroxade/Protioconazol
Caramba® BASF S.A. Fungicida Metconazol

Orkestra® BASF S.A. Fungicida Piraclostrobina/Fluxapiroxade
Versatilis® BASF S.A. Fungicida Fenpropimorfe/Cilco-hexanona
Derosal® Plus* Bayer S.A. Fungicida Carbendazim /Tiram

Fox® Xpro Bayer S.A. Fungicida Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina
Aproach® Prima Du Pont Fungicida Picoxistrobina /Ciproconazol
Support® Sipcam Nichino Fungicida Tiofanato metilico

Sumilex® 500 Sumitomo Fungicida Procimidona

Maxim®= Syngenta Fungicida Fludioxonil

Score Elexi® Syngenta Fungicida Propiconazol/Difenoconazol
Tebufort® UPL Fungicida Tebuconazol

Unizeb Gold® UPL Fungicida Mancozeb

Aminol ® ADAMA Herbicida ~ 2,4-D

Exemplo® Albaugh Herbicida 2,4-D

Cletodim ® Nortox Herbicida Cletodim

Verdict® Max Dow AgroSciences  Herbicida Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter
Facero® Iharabras Herbicida Atrazina

Roundup® Original Monsanto Herbicida  Glifosato

Zapp QI® Syngenta Herbicida Glifosato potassico

Cropstar®* Bayer S.A. Inseticida Imidacloprido/Tiodicarbe

Dermacor®=* Du Pont Inseticida Clorantraniliprole

Singular® Ouro Fino Inseticida  Fipronil

*Tratamento de Sementes

Crescimento micelial de Trichoderma spp. em meio de cultura suplementado com o0s

agrotdxicos

Todos produtos quimicos, exceto aqueles recomendados para tratamento de sementes,

foram incorporados ao meio Batata Dextrose Agar (BDA) Merck®, em duas concentracdes do
produto quimico, de acordo com os intervalos de dose e volume de calda pulverizacGes terrestres,
como recomendacOes para cada produto (Tabela 2). A menor concentragdo consistiu na menor

dose do produto concentrado, diluido no maior volume de calda indicado. Ja a maior concentracao
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foi obtida pela maior dose do produto concentrado, no menor volume de calda recomendado.
Excessdes foram os produtos Aproach Prima® e Singular®, indicado para aplicacio como dose

Unica, em pulverizagdo terrestre.

Tabela 2. Dosagens dos agrotdxicos para incorporacdo ao meio de cultivo das cepas de
Trichoderma.

Principio Ativo Dose menor Dose maior
Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb 13,33 mL/L 20,00 mL/L
Fluxapiroxade/Protioconazol 1,25 mL/L 3,00 mL/L
Metconazol 2,50 mL/L 6,00 mL/L
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 1,67 mL/L 2,33 mL/L
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona 2,00 mL/L 7,14 mL/L
Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina 2,50 mL/L 5,00 mL/L
Picoxistrobina /Ciproconazol 1,50 mL/L 1,50 mL/L
Tiofanato metilico 3,00 mL/L 5,00 mL/L
Procimidona 10,00 g/L 10,00 g/L

Propiconazol/Difenoconazol 0,33 mL/L 1,50 mL/L
Tebuconazol 1,67 mL/L 7,50 mL/L
Mancozeb 5,00 g/L 20,00 g/L

2,4-D 1,67 mL/L 5,00 mL/L
2,4-D 1,00 mL/L 35,00 mL/L
Cletodim 1,17 mL/L 450 mL/L
Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter 0,18 mL/L 2,33 mL/L
Atrazina 10,00 mL/L 25,00 mL/L
Glifosato 2,00 mL/L 60,00 mL/L
Glifosato potassico 3,50 mL/L 17,50 mL/L
Fipronil 0,25 mL/L 0,25 mL/L

Os produtos quimicos foram adicionados, na concentracdo desejada, em frascos
Erlenmeyers contendo 500 mL de meio de cultura BDA fundido. Dessa mistura, 20 mL foram
vertidos em placas de Petri de 90 mm de didametro. Apds a solidificacdo do meio, um disco (5 mm
@) de BDA colonizado por Trichoderma, retirado de culturas com cinco dias de idade, foi
depositado na superficie do meio, em cada placa. As testemunhas consistiram de placas contendo
meio de cultura sem adi¢éo de produtos quimicos. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢Oes por tratamento. As culturas foram incubadas
a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacOes, realizada aos trés dias de incubacdo, consistiram na afericdo do didmetro
das colbnias, em duas dire¢des. Obtidos os valores medios do diametro das colénias, calculou-se

a porcentagem de inibicdo de Trichoderma, para cada dose, utilizando a formula: | = (C - T)/C x
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100, onde I representa a porcentagem de inibicao; C os valores do diamétro das testemunhas; e T
os diametros das col6nias nos tratamentos com produtos quimicos (Melo et al., 2007). Os dados
foram submetidos a analise de variancia e, as medias, comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011). Para que a analise estatistica
respeitasse a distribuicdo normal dos dados, valores iguais a 100 % de inibicdo ndo foram

incluidos na ANOVA e no teste de comparacdo de médias.

Germinacao de conidios de Trichoderma spp. cultivados em presenca de agrotoxicos

Quatro cepas de Trichoderma foram cultivadas em BDA Merck®, & temperatura de 25 °C,
com fotoperiodo de 12 horas. Apos cinco dias de incubacdo, &dgua destilada esterilizada foi
adicionada as placas e os conidios foram desalojados com auxilio de al¢ca de Drigalski. Preparou-
se, entdo, uma suspensao contendo 1x107 conidios/mL e esta foi adicionada as caldas dos produtos
quimicos.

Para o preparo das caldas, foram adotadas duas doses: a menor concentragdo do produto
quimico recomendada na bula para aplicacdo terrestre e a maior concentragdo do produto
recomendada para aplicacdo aérea (Tabela 3), obtendo-se um volume final de calda de 10 mL. Os
produtos Aminol, Exemplo e Singular ndo sao recomendados para pulverizac@es aéreas. Por isso,
foram utilizadas, para esses produtos, as maiores concentragdes recomendadas em aplicagOes
terrestres.

As caldas contendo os conidios de Trichoderma foram agitadas e permaneceram em
repouso por duas horas, quando foram novamente agitadas. Imediatamente a seguir, gotas de
10 puL foram plaqueadas em meio BDA 1/5, ou seja, produzido com 20 % da concentragéo
indicada no roétulo do produto. Apds 16 horas de incubacdo a temperatura ambiente, as areas do
meio que receberam as gotas de suspensdo foram cortadas e examinadas ao microscopio 0tico,
com lentes de aumento de 40x. Foram contados 100 conidios, entre germinados e ndo germinados,
presentes em trés gotas por tratamento, para a dose maior e duas gotas, para a dose menor. As
testemunhas foram constituidas por suspensdes de conidios diluidos em agua destilada
esterilizada.

Calculou-se a porcentagem de germinacdo para cada cepa de Trichoderma testada, nas
diferentes caldas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).
Para que a anélise estatistica respeitasse a distribuicdo normal dos dados, valores iguais a 0 % de

inibicdo ndo foram incluidos na ANOVA e no teste de comparacdo de médias.
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Tabela 3: Dosagem dos agrotoxicos utilizadas para compor as caldas utilizadas nos testes de

compatibilidade com Trichoderma.

Principio Ativo Dose menor Dose maior

Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb 13,30 mL/L 100,00 mL/L
Fluxapiroxade/Protioconazol 1,67 mL/L 10,00 mL/L
Metconazol 2,50 mL/L 10,00 mL/L
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 1,25 mL/L 11,67 mL/L
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona 2,00 mL/L 16,67 mL/L
Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina 3,33 mL/L 16,67 mL/L
Picoxistrobina/Ciproconazol 1,50 mL/L 10,00 mL/L
Tiofanato metilico 3,00 mL/L 33,33 mL/L
Procimidona 5,00 g/L 33,33 g/L

Propiconazol/Difenoconazol 0,5 mL/L 500 mL/L
Tebuconazol 16,67 mL/L 25,00 mL/L
Mancozeb 5,00 g/L 100,00 g/L

Cletodim 1,17 mL/L 15,00 mL/L
Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter 0,23 mL/L 11,67 mL/L
Glifosato potassico 0,28 mL/L 140,00 mL/L
2,4-D 1,67 mL/L 15,00 mL/L
2.4-D 10,00 mL/L 17,50 mL/L
Glifosato 1,25 mL/L 150,00 mL/L
Atrazina 10,00 mL/L 125,00 mL/L
Fipronil 0,25 mL/L 0,25 mL/L

“Sem indicacéo para pulverizacdo aérea.

Efeito do tratamento de sementes agrotdxicos no crescimento micelial de Trichoderma spp.

Sementes de soja foram tratadas com produtos quimicos nas dosagens recomendadas pelos
fabricantes (Tabela 4), padronizando-se um volume de calda de 5,4 mL para 500 g de sementes.
As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos transparentes e em seguida as caldas dos
produtos quimicos foram aplicadas, sendo realizada a mistura manual até que o produto cobrisse
todas as sementes. As sementes foram, entdo, distribuidas em bandejas, cobertas por papel pardo
e deixadas a secar over night, a temperatura de 18 °C.

Quatro sementes de cada tratamento com produtos quimicos foram depositadas, em pontos
equidistantes, em placas de Petri de 90 mm contendo meio de cultura BDA. Um disco de agar
contendo micélio (5 mm @) de cepas de Trichoderma foi depositado no centro de cada placa, para
verificar o crescimento das coldnias do antagonista em presenca das sementes tratadas.
Testemunhas foram preparadas com sementes de soja ndo tratadas. O experimento foi conduzido

em DIC, com quatro repeticdes por tratamento e as placas foram incubadas a 25 °C.
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Tabela 4: Produtos quimicos utilizados para o tratamento de sementes de soja e dosagens
utilizadas.

Principio Ativo Dose p.c./100 Kg sementes Dose p.c./0,5 Kg
Clorantraniliprole 100 mL 0,5mL + 4,9 mL agua
Imidacloprido/Tiodicarbe 700 mL 3,5mL + 1,9 mL &gua
Fludioxonil 200 mL 1,0 mL + 4,4 mL agua
Carbendazim /Tiram 200 mL 1,0 mL + 4,4 mL agua
Resultados

Crescimento micelial de Trichoderma spp. em meio de cultura suplementado com
agrotoxicos

Os fungicidas Fluxapiroxade/Protioconazol, Metconazol, Picoxistrobina/Tebuconazol,
Bixafem/Protioconazol/Trifloxistrobina, Tiofanato metilico, Tebuconazol e
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona inibiram completamente o crescimento de todas as quatro cepas
de Trichoderma, em ambas as doses utilizadas, e por isso ndo foram apresentados nas tabelas. Na
Tabela 5 e Tabela 6 estdo apresentados os resultados de inibicdo do crescimento micelial de
Trichoderma spp, na menor e maior dose, respectivamente. O inseticida Fipronil apresentou ser
compativel com todos as cepas, em ambas as doses. Trichoderma afroharzianum CEN287 e
T. koningiopsis CEN1513 néo foram inibidos pelo herbicida 2,4-D (Exemplo®), diferentemente
de T. azevedoi CEN1242 e T. afroharzianum CEN281 que foram completamente inibidos.

O herbicida Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter causou a inibicdo de
Trichoderma spp. apenas quando adotado na maior dose, na menor dose, a inibicdo micelial
minima foi da cepa T. afroharzianum CEN281 (38,8 %). Nos tratamentos com o herbicida
Glifosato (Roundup® Original), na menor dose, ndo houve inibicdo do crescimento das quatro
cepas, entretanto, os inibiu completamente quando utilizado na maior dose. Os herbicidas 2,4-D
(Aminol®) e Cletodim causaram porcentagens de inibicdo variadas entre as cepas, porém a
inibicdo foi maior quando foi adotada a maior dose do produto. Os herbicidas Atrazina e Glifosato
potassico (Zapp QI®) foram os que causaram maior inibicio do crescimento das cepas de
Trichoderma.

Dentre os fungicidas, nos tratamentos com Piraclostrobina/Fluxapiroxade a inibi¢do do
crescimento foi menor quando adotada a menor dose. O fungicida Mancozeb inibiu totalmente o
crescimento das quatro cepas na maior dose, porém, na menor dose o fungo foi capaz de crescer.
Ja Procimidona obteve porcentagens de inibicéo por volta de 80 %, para todas as cepas. N&o houve

diferenca entre as doses, pois o produto é recomendado para aplicagdo terrestre em dose Unica.
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Por fim, os fungicidas Picoxistrobina/Ciproconazol e Propiconazol/Difenoconazol apresentaram
resultados semelhantes, pois inibiram completamente todos as cepas nas duas doses, exceto

T. koningiopsis CEN1513, em que o fungo foi capaz de crescer em ambas as doses.

Tabela 5: Inibi¢do do crescimento micelial das cepas T. afroharzianum CEN287, T. koningiopsis
CEN1513, T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242 em BDA suplementado com
diferentes agrotdxicos, na menor dose recomendada para aplicacdo terrestre.

Inibicdo Micelial (%)**

Produtos quimicos

CENZ287 CEN1513 CENZ281 CEN1242

Fipronil 0,0+0,00a 0,0+0,00a 0,0+0,00a 0,0+0,00a
2,4-D (Exemplo®) 0,0+0,00a 0,0+0,00a 100,0* 100,0*
gfézfég‘;pgelfcmerggﬁgé il dtor 00£000a 0,040,002 0,0£0,00a 0,0£0,00a
Glifosato 0,00+0,00a 0,0+0,00a 0,00+0,00a 0,0+0,00a
2,4-D (Aminol®) 34,3+1,95b 60,1+0,32d 43,0+2,31c 18,3+1,92¢
Cletodim 41,5+3,78c 46,1+1,92¢c 51,9+7,34d 10,7+0,32b
Atrazina 84,8+0,3e 81,3+1,95e 88,5+0,32h 79,8+1,28e
Glifosato potassico 86,1+0,56€ 32,8+0,96b 68,7+0,85¢e 86,1+0,56f
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 43,2+3,70c 56,9+16,42d 38,0+0,85b 17,2+0,55¢
Mancozeb 74,310,32d 46,1+4,34c 74,9+£1,79f 80,4+0,85e
Procimidona 82,4+1,40e 80,9+0,32e 82,02+0,64h 75,9+1,70d
Picoxistrobina /Ciproconazol 100,0* 45,7+0,85¢c 100,0* 100,0*
Propiconazol/Difenoconazol 100,0* 78,3+0,55e 100,0* 100,0*
cv™ 4,35 11,61 5,36 2,57

*Valores iguais a 100,0 ndo fizeram parte do teste de médias. **Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas
nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). ***Coeficiente de Variacdo (%).
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Tabela 6: Inibicao do crescimento micelial das cepas T. afroharzianum CEN287, T. koningiopsis
CEN1513, T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242 em BDA suplementado com

diferentes agrotoxicos, na maior dose recomendada para aplicacdo terrestre.

Produtos quimicos

Inibicdo Micelial (%)**

CENZ287 CEN1513 CENZ281 CEN1242
Fipronil 0,0+0,00a 0,0+0,00a 0,0+0,00a 0,0+0,00a
2,4-D (Exemplo®) 0,0+0,00a 0,0+0,00a 100,0* 100,0*
Haloxifope-r-metilico/ 41,9+1,730  62,4+0,32b 38,8+2,42b 46,76,01b
Dietileno glicol monoetil éter
Glifosato 100,0* 100,0* 100,0* 100,0*
2,4-D (Aminol®) 82,9+2,84d 100,0* 75,9+d 63,5+1,28d
Cletodim 86,5+1,3% 100,0* 100,0* 86,1+0,00f
Atrazina 100,0* 85,9+0,32e 86,5,1+1,70e 88,5+0,85f
Glifosato potéssico 100,0* 88,0+0,32f 85,4+0,32¢ 100,0*
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 58,9+3,64c 75,6+0,55¢ 61,1+4,84c 57,8+1,11c
Mancozeb 100,0* 100,0* 100,0* 100,0*
Procimidona 82,4+1,40d 80,9+0,32d 82,0+0,64e 75,9+1,70e
Picoxistrobina /Ciproconazol 100,0* 76,3+1,16¢C 100,0* 100,0*
Propiconazol/Difenoconazol 100,0* 86,3+1,28e 100,0* 100,0*
cVv™ 3,89 1,05 3,62 3,98

*Valores iguais a 100,0 ndo fizeram parte do teste de médias. **Valores seguidas pelas mesmas letras minusculas
nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). ***Coeficiente de Variacdo (%).

Germinacdo de conidios de Trichoderma spp. expostos as caldas de agrotoxicos

As cepas T. afroharzianum CENZ287, T.koningiopsis CEN1513, T. afroharzianum
CEN281 e T. azevedoi CEN1242 também foram testados quanto a compatibilidade, avaliando-se
a porcentagem de germinacdo de conidios ap6s a exposicao as caldas dos produtos quimicos, em
duas doses (Tabela 7 e 8).

O inseticida Fipronil apresentou ser compativel com as cepas de Trichoderma, pois
apresentaram porcentagens médias iguais ou préximas ao controle. Nos tratamentos com 0s
herbicidas Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter, 2,4-D (Exemplo®), Cletodim e
Atrazina, as cepas apresentaram porcentagens méedias de germinacgéo iguais ao controle para todas
as cepas e dose, exceto T. afroharzianum CENZ281, quando exposto as maiores doses, cuja
porcentagem de germinacgdo foi reduzida, ainda assim, proxima ao controle. Com o herbicida
2,4-D (Aminol®), Trichoderma spp. apresentaram porcentagens de germinagdo estatisticamente

iguais ao controle quando tratados com a menor dose, e 0 % na dose maior.
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As germinacao dos conidios das cepas T. koningiopsis CEN1513 e T. afroharzianum
CEN281 foi de 33,8 % e 22,9 %, respectivamente, no tratamento com Glifosato (Roundup®
Original), na menor dose. Na maior dose, ndo ocorreu germinacao de conidios em presenca de
Roundup® Original. Glifosato potéassico (Zapp QI®) foi o herbicida que mais afetou a germinago

de Trichoderma spp., apresentando valor proximo e igual a zero.

Tabela 7: Porcentagem de germinacdo de conidios das cepas T. afroharzianum CEN287,
T. koningiopsis CEN1513, T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242 ap6s imerssdo em
calda de produtos quimicos, na menor dose recomendada para aplicacdo terrestre.

Germinacéo de Conidios (%)**

Produtos Quimicos

CENZ287 CEN1513 CENZ281 CEN1242
Controle 100,0+0,00a  100,0+0,00a 100,0+0,00a 100,0+0,00a
Fipronil 84,1+10,68b 87,5+0,92b 91,4+1,69 88,9+0,35b
g?éﬁﬂ?ﬁl(c?%ﬁ% il éter 100,0:0,00a  100,0+0,00a  99,0+141a  100,0+0,0la
2,4-D (Exemp|0®) 100,0+0,00a  100,0+0,00a 100,0+0,01a  100,0+0,00a
Cletodim 100,0+0,00a  100,0+0,00a  98,5+2,12a 99,0+1,41a
Fipronil 99,0+1,41a  100,0+0,00a  98,5+2,12a  100,0+0,001a
2,4-D (Aminol®) 98,5+2,12a 98,5+2,12a  99,5+0,71a  100,0+0,0la
Glifosato 0,0* 33,8+3,11f  22,9+3,96¢ 2,0+0,00f
Glifosato potassico 6,0+2,12e 6,0+1,41i 11,1+2,12d 0,5+0,71f
Procimidona 65,5+2,76¢ 56,0+1,62¢ 60,8+7,14b 80,4+791c
Tiofanato metilico 22,445 02d 13,7£2,409 6,9+7,00d 7,5+3,54f
Picoxistrobina /Ciproconazol 21,10+2,12d 79,9+5,52¢ 5,0+1,41d 27,20+9,89
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 20,0+5,23d 14,3+3,46g  17,5+2,12c 25,8+2,62e
Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina ~ 3,0+0,00e 3,5+0,71i 1,5+2,12d 2,0+0,00f
Fluxapiroxade/Protioconazol 1,0+0,00e 71,6+7,28d 0,00* 69,1+10,46d
Propiconazol/Difenoconazol 0,0* 70,0+2,83d 0,00* 0,0*
Metconazol 0,0* 0,0+0,00i 0,00* 0,0*
Tebuconazol 0,0* 81,8+£3,61c 0,00* 0,0*
Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb 0,0* 8,5+0,71h 5,0+1,41d 0,0*
Mancozeb 0,0* 0,0+0,00i 0,00* 0,0*
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona 0,0* 0,0+0,00i 0,00* 0,0*
5,92 4,85 5,95 7,16

CV***

*Valores iguais a 0,0 ndo foram incluidos no teste de médias. **Valores seguidas pelas mesmas letras mindsculas
nas colunas néo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). ***Coeficiente de Variagao (%).
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Tabela 8: Porcentagem de germinagdo de conidios das cepas T. afroharzianum CEN287,
T. koningiopsis CEN1513, T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242 apds imerssdo em
calda de produtos quimicos, na maior dose recomendada para apliacacdo aérea.

Produtos Quimicos

Germinacdo de Conidios (%)**

CENZ287 CEN1513 CENZ281 CEN1242
Controle 100,0£0,00a  100,0+0,00a 100,0+0,00a 100,00a
Fipronil 98,33+0,58a  98,3+0,58a  98,3+0,58a  98,0+1,00a
B?;gﬁ%p§|.rcg:e;:gﬁgé il tor 073:058a  97,3:057a 99,0£100a  97,3:057a
2,4-D (Exemplo®) 90,3+0,57b 97,0+1,00a  75,7+3,51c 99,0+1,00a
Cletodim 96,0+1,00a 98,3+0,57a  95,3+2,52b  97,3+0,58a
Fipronil 95,3+0,58a 99,0+1,00a  93,0+1,00b 99,0+1,00a
2,4-D (Aminol®) 0,0* 28,4+3,40c 0,0* 0,0*
Glifosato 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Glifosato potéssico 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Procimidona 22,3+3,45¢c 4,8+4,80d 23,4+1,25d 22,7+0,45c
Tiofanato metilico 23,7+3,65¢C 27,6%1,00c 19,6+e 19,3+4,20d
Picoxistrobina /Ciproconazol 0,0* 15,6+7,82d 1,041,009 0,0*
Piraclostrobina/Fluxapiroxade 12,7+0,58d 6,0+1,00e 4,7+0,58f 28,0+3,00b
Bixafem /Protioconazol/Trifloxistrobina 0,0* 0,0* 0,0* 5,2+2,38e
Fluxapiroxade/Protioconazol 27,7£10,07c 0,0* 0,7+0,58¢ 0,7+0,58f
Propiconazol/Difenoconazol 2,7+0,57e 26,0+3,00c 3,7+0,59f 4,7£0,57e
Metconazol 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Tebuconazol 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Mancozeb 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
Fenpropimorfe/Cilco-hexanona 1,0+0,01e 6,3+4,04e 3,0f 0,67+0,57f
CV*** 5,94 5,78 3,21 3,19

*Valores iguais a 0,0 ndo foram incluidios no teste de médias. **Valores seguidas pelas mesmas letras mindsculas
nas colunas ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). ***Coeficiente de Variagao (%).

Nos tratamentos com o fungicida Procimidona na menor dose, as porcentagens de

germinacdo de Trichoderma spp. foram superiores a 56,0 %, e os valores foram reduzidos na
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maior dose. Com o fungicida Tiofanato metilico, as maiores porcentagens foram alcancadas na
maior dose, para todas as cepas. A cepa T. koningiopsis CEN1513 demonstrou ser a menos afetada
pelos fungicidas Picoxistrobina/Ciproconazol e Propiconazol/Difenoconazol, apresentando
porcentagens de 79,9 e 70,0 %, respectivamente. Nos tratamentos com o fungicida
Piraclostrobina/Fluxapiroxade, as cepas tiveram maior porcentagem de germinagcdo na menor
dose, exceto por T. azevedoi CEN1242, em que a porcentagem foi maior quando utilizada a dose
maior.

No tratamento com Fluxapiroxade/Protioconazol, a cepa T. afroharzianum CEN287 teve
maior germinacdo na maior dose. Na menor dose, T. koningiopsis CEN1513 e T. azevedoi
CEN1242 alcancaram porcentagens de 71,6 e 69,1 %, respectivamente, e ndo germinaram na
maior dose. O isolado T. koningiopsis CEN1513 foi o Unico que germinou quando exposto ao
fungicida Tebuconzol, alcancando 81,8 % de germinacdo. Quanto aos fungicidas Bixafem
/Protioconazol/Trifloxistrobina, Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb, Fenpropimorfe/Cilco-
hexanona, Metconazol e Mancozeb as porcentagens nas duas doses foram iguais ou proximas a
zero.

Como informacdo adicional, observou-se que cepas T. koningiopsis CEN1513 e
T. azevedoi CEN1242 germinaram mais rapidamente do que as demais, pois no momento da

avaliacdo havia maior formacéo de tubos germinativos.

Efeito do tratamento de sementes com agrotoxicos no crescimento micelial de Trichoderma
spp.

Sementes tratadas com produtos quimicos e discos de micélio das cepas de Trichoderma
foram dispostos em placas de Petri com meio de cultura, para avaliar o efeito dos produtos no
crescimento do fungo antagonista.

Todas as quatro cepas, T. afroharzianum CENZ287, T.koningiopsis CEN1513,
T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242, cresceram vigorosamente por toda a placa de
Petri, inclusive sobre as sementes tratadas com o0s inseticidas Clorantraniliprole e
Imidacloprido/Tiodicarbe e com o fungicida Fludioxonil. Nas placas com sementes tratadas com
o fungicida Carbendazim/Tiram, Trichoderma spp. cresceram por toda a placa, porém nao

colonizaram as sementes ou colonizaram sutilmente, produzindo pouco micélio e esporulacéo.
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Discusséo

Nesse estudo, as cepas T. afroharzianum CEN287, T. koningiopsis CEN1513,
T. afroharzianum CEN281 e T. azevedoi CEN1242 foram testadas quanto a compatibilidade com
diferentes produtos quimicos recomendados para cultura da soja, adotando-se trés metodologias:
crescimento em meio de cultura suplementado com os produtos, capacidade de germinacéo de
conidios expostos as caldas dos agrotdxicos e crescimento micelial proximo a sementes tratadas
com os produtos recomendados apenas para o tratamento de sementes.

O inseticida Fipronil demonstrou ndo afetar o crescimento micelial e a germinacdo de
conidios de Trichoderma spp. Esse mesmo ingrediente ativo também foi utilizado no estudo de
Dhanya et al. (2016), que relataram 25,0 % de inibicdo do crescimento micelial de T. viride, o que
permite supor que as cepas aqui testadas possam ser mais tolerantes.

Nos experimentos de inibicdo do crescimento micelial, os herbicidas Atrazina e Glifosato
potassico foram responsaveis pelas maiores porcentagens de inibicdo, em ambas as doses. Nos
tratamentos com os herbicidas 2,4-D (Aminol®), Cletodim, Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol
monoetil éter e Glifosato observou-se o efeito de doses, ou seja, a inibicdo do crescimento
aumentou quando foi utilizada a maior dose. A reducdo da compatibilidade com o aumento da
dose também ja foi observada em outros estudos (Widmer, 2019; Maheswary et al., 2020).

No geral, a resposta de crescimento micelial entre as cepas nao variou, exceto para casos
como dos tratamentos com o herbicida 2,4-D (Exemplo®), em que T. afroharzianum CEN287 e
T. koningiopsis CEN1513 ndo tiveram o crescimento micelial inibido. Ja T. afroharzianum
CEN281 e T. azevedoi CEN1242 foram inibidos completamente, em ambas as doses adotadas.

Dentre os fungicidas, foi observado o efeito de doses nos tratamentos com
Piraclostrobina/Fluxapiroxade e Mancozeb. Maheshwary et al. (2020) utilizaram Mancozeb para
estudos de compatibilidade e demonstraram o aumento da inibi¢cdo do crescimento micelial de
T. asperellum na maior dose indicada.

Os fungicidas Fluxapiroxade/Protioconazol, Metconazol,
Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb,  Bixafem/Protioconazol/Trifloxistrobina,  Tiofanato
metilico, Tebuconazol e Fenpropimorfe/Cilco-hexanona inibiram completamente o crescimento
de todos as quatro cepas de Trichoderma, em ambas as doses.

Trichoderma koningiopsis CEN1513 foi o Unico que nédo teve crescimento inibido pelas
duas doses de Picoxistrobina/Ciproconazol e Propiconazol/Difenoconazol. Silva et al. (2018)

também observaram a variacao de resposta entre isolados em seu estudo, demonstrando mais uma
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vez, a importancia de se verificar a compatibilidade de cada cepa.

Quando foi avaliado a germinacéao dos conidios de Trichoderma spp., nos tratamentos com
os herbicidas Haloxifope-r-metilico/Dietileno glicol monoetil éter, 2,4-D (Exemplo®), Cletodim
e Atrazina, as porcentagens de germinagdo foram estatisticamente iguais ao controle, em ambas
as doses, para todas as cepas. Com isso, € possivel notar algumas respostas de compatibilidade
distintas entre as duas metodologias. Santoro et al. (2014) estudaram o 2,4-D e atrazina, também
adotando as duas metodologias para avaliar a inibicdo de T. atroviride. Quando o meio foi
suplementado com os produtos, ambos inibiram o crescimento do fungo, porém, a germinacéao
dos conidios ndo foi afetada pelo produto.

Nos tratamentos com Glifosato (Roundup® Original), a germinac&o das quatro cepas foram
completamente inibidas na maior dose. J& na menor dose, 0s conidios das cepas T. afroharzianum
CENZ281 e T. koningiopsis CEN1513 germinaram, porém em baixas porcentagens. O herbicida
Glifosato potassico (Zapp QI®) foi 0 que mais inibiu a germinac&o de Trichoderma spp. Roundup®
Original e Zapp QI® pertencem ao mesmo grupo quimico, chamado glicina substituida. Porém,
segundo as bulas dos respectivos produtos, o Zapp QI® contém maior concentracio do ingrediente
ativo (AGROFIT, 2022), o que explicaria sua maior capacidade de inibir o crescimento e a
germinacédo de Trichoderma spp. Apesar da compatibilidade de um determinado produto ser um
indicio para os demais, a resposta a cada molécula pode variar de acordo com a formulacao, sendo
assim, é importante que sejam feitos testes especificos para se ter uma conclusdo. Algo semelhante
acontece com os herbicidas Aminol® e Exemplo®, que tem em sua composicdo o 2,4-D e
apresentaram respostas diferentes de compatibilidade.

Também se observou variacdes da resposta de germinacdo entre as cepas. Por exemplo,
T. koningiopsis CEN1513 foi o Unico que obteve porcentagem de germinacdo mais proxima ao
controle nos tratamentos com Propiconazol/Difenoconazol e Tebuconazol, na menor dose. Os
fungicidas tebuconazol e propiconazol foram testados por Maheswary et al. (2020) e inibiram
completamente o crescimento de T. asperellum.

Nos tratamentos com os fungicidas Tiofanato metilico, Fluxapiroxade/Protioconazol e
Piraclostrobina/Fluxapiroxade a germinagdo dos conidios de algumas cepas foi menor quando
utilizada a menor dose, o que ndo era de se esperar. Tal fato pode estar relacionado a um erro de
contagem, pois esses produtos dificultaram a contagem de conidios germinados e ndo germinados
devido a presenca de muitas particulas misturadas aos conidios, tornando-se dificil reconhecer os

conidios ndo germinados. Situacdo semelhante foi relatada por Santoro et al. (2014). O uso
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associado de tiofanato metilico e Trichoderma spp. foi estudado por Abd-El-Khair et al. (2019),
no controle de Fusarium solani e F. oxysporum em feijdo, e foi relatado que a aplicacdo do
conjunto foi mais eficaz no controle dos patdgenos, do que quando usados individualmente. Isso
demonstra um efeito sinérgico nessa combinagdo. Assim, outra hipétese, é que o Tiofanato
metilico tenha tido efeito estimulante na germinacéo de conidios de Trichoderma spp.

Também foi observada diferenca entre a velocidade de germinacdo dos conidios, em que
T. koningiopsis CEN1513 e T. azevedoi CEN1242 emitiram os tubos germinativos e formaram
hifas antes das demais cepas. Essa seria uma vantagem competiviva de um agente de biocontrole,
pois se estabeleceria mais rapidamente no substrato em que foi aplicado.

No experimento com sementes tratadas com produtos quimicos, o fungicida Fludioxonil e
os inseticidas Clorantraniliprole e Imidacloprido/Tiodicarbe ndo afetaram o crescimento das
coldnias de Trichoderma spp. Isso traz indicios de que as cepas estudadas poderiam ser utilizadas
no tratamento de sementes em conjunto com esses produtos. J& no tratamento com o fungicida
Carbendazim/Tiram, apesar de terem colonizado o0 meio, as cepas ndo cresceram sobre as
sementes como nos controles, demonstrando certa inibigdo. Carbendazim ja foi relatado inibindo
completamente o crescimento de T. asperellum ao ser suplementado em meio de cultura. J& Tiram
foi relatado como compativel com T. harzianum (Saxena et al., 2014).

A resisténcia de fungos a fungicidas pode estar relacionada a mutagdes no sitio de atuacao
do produto quimico ou a capacidade de degrada-los (Mutawila et al., 2014; Szpyrka et al., 2020).
Jé para os herbicidas e inseticidas, a resisténcia é provavelmente devido ao mecanismo de atuacéo
desses produtos, que agem na fisiologia especifica a plantas e insetos, respectivamente.

Este estudo apresenta cepas de Trichoderma de diferentes espécies, que toleram
determinadas concentraces de agrotoxicos de diferentes grupos quimicos. Assim, demonstram
potencial para serem utilizados em conjunto no manejo integrado de doengas. Estudos em campo
devem ser feitos para definir a melhor estratégia de controle, sendo possivel reduzir o namero de
aplicacOes ou a dose desses produtos. No caso dos herbicidas e inseticidas, o conhecimento da
compatibilidade pode de auxiliar na tomada de deciséo das aplicacdes desses produtos quimicos
destinados ao controle de insetos praga e plantas daninhas, sem afetar a viabilidade do agente de

controle bioldgico.

Conclusédo

Os resultados de compatibilidade dos produtos quimicos com Trichoderma spp. variaram
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entre cepas, doses e metodologias utilizadas.

Na maioria dos casos, as cepas foram menos inibidas quando foi utilizada a menor dose
do produto.

As cepas demonstraram maior tolerancia aos herbicidas e inseticidas testados, do que aos
fungicidas.

O inseticida Fipronil foi 0 Gnico que apresentou compatibilidade em todos os casos.

Os fungicidas Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb, Metconazol, Fenpropimorfe/Cilco-
hexanona e Bixafem/Protioconazol/Trifloxistrobina demonstraram ser incompativeis em todas as
situacOes testadas.

Trichoderma koningiopsis CEN1513 se destacou ao revelar tolerdncia a produtos que
inibiram as demais cepas.

O fungicida Fludioxonil e os inseticidas Clorantraniliprole e Imidacloprido/Tiodicarbe,
recomendados para o tratamento de sementes, ndo afetaram o crescimento de Trichoderma,

diferente do fungicida Carbendazim/Tiram, que causou certa inibicao.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Todas as cepas comerciais testadas inibiram o crescimento micelial de Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii nos experimentos de
culturas pareadas e exposi¢cdo aos compostos organicos volateis, com destaque para a cepa T.
harzianum CCT 7589.

2. As oito cepas de Trichoderma testadas neste trabalho inibiram o crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii,
como verificado nos testes de culturas pareadas e de exposi¢do aos compostos organicos volateis,
com destaque para as cepas T. asperelloides CEN1277 e T. asperelloides CEN1559, pertencentes
a espécie T. asperelloides, que também atuaram na inibicdo de formacdo de esclerddios de S.
sclerotiorum e S. rolfsii. Filtrados autoclavados das cepas T. afroharzianum CEN287 e T. rifaii
CENZ288 se destacaram na inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. Os demais
patogenos ndo foram inibidos pelos filtrados ou ndo apresentaram resultados consistentes entre as

execucdes dos experimentos.

3. Os resultados de compatibilidade dos produtos quimicos com Trichoderma spp. variaram
entre cepas, doses e metodologias utilizadas, porém, na maioria dos casos, as cepas foram menos
inibidas quando foi utilizada a menor dose. O inseticida Fipronil foi o Unico que apresentou
compatibilidade em todos os casos. Ja os fungicidas Picoxistrobina/Tebuconazol/Mancozeb,
Metconazol, Fenpropimorfe/Cilco-hexanona, Bixafem  /Protioconazol/Trifloxistrobina
demonstraram ser incompativeis em todas as situacdes testadas. O fungicida Fludioxonil e os
inseticidas Clorantraniliprole e Imidacloprido/Tiodicarbe ®, recomendados para o tratamento de
sementes, ndo afetaram o crescimento de Trichoderma, diferente do fungicida

Carbendazim/Tiram, que causou certa inibigao.
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