Filtrados de Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum no controle da pinta-preta
(Alternaria linariae) do tomateiro

Lisanna Evelyn da Silva'*, Robson Marcelo Di Piero?

'Académica do curso de Agronomia; Centro de Ciéncias Agrarias; Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), Rod. Admar Gonzaga, 1346, Bairro Itacorubi, Caixa postal 476, CEP
88034-000, Florianopolis, SC, Brasil;

2Eng. Agronomo, Mestre e Doutor em Fitopatologia (ESALQ/USP), Professor Associado no
Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Rod. Admar Gonzaga, 1346, Bairro Itacorubi, Caixa postal 476, CEP
88034-000, Floriandpolis, SC, Brasil;

* Autor correspondente — lisannaevelyn@gmail.com

Resumo

O objetivo deste trabalho foi testar o efeito dos filtrados de crescimento de Trichoderma harzianum
e Ganoderma lucidum no controle da pinta-preta do tomateiro. Os experimentos in vitro foram
realizados através do teste do pareamento confrontando o patdégeno Alternaria linariae com os
possiveis antagonistas: 7. harzianum e G. lucidum. O teste foi realizado duas vezes e com 4
repeticoes por tratamento. Para os experimentos in vivo com plantas foram utilizados os
tratamentos: testemunha nao tratada (SI); filtrado de Trichoderma pulverizado nas folhas (FCTP) ou
aplicado no solo (FCTYS); filtrado de Ganoderma pulverizado nas folhas (FCGP) ou aplicado no
solo (FCGS), foram 5 repeti¢des por tratamento. Para o experimento com folhas destacadas foram
utilizados os tratamentos: agua; filtrado de Trichoderma e filtrado de Ganoderma pulverizados com
6 repeticdes por tratamento. Plantas e folhas destacadas foram inoculadas com A. linariae 2 dias e
3 horas apds a aplicacdo dos produtos, respectivamente. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado. 7. harzianum e G. lucidum inibiram o crescimento micelial
de A. linariae em cerca de 50% e 15%, respectivamente. Os filtrados microbianos ndo promoveram
diferengas significativas na severidade da doenga em relagdo a testemunha, exceto o filtrado de

Trichoderma em folhas destacadas que resultou em maior severidade. Verificou-se que os fungos



apresentam antagonismo ao patdgeno in vitro, mas seus filtrados ndo demonstraram controle sobre a

doenga in vivo.

Palavras-chave: tomate, pinta-preta, filtrados, Trichoderma harzianum, Ganoderma lucidum.
Filtrates of Trichoderma harzianum and Ganoderma lucidum in the control of early blight

(Alternaria linariae) on tomato

Abstract

This work aimed to test the effects of growing filtrates of Trichoderma harzianum and Ganoderma
lucidum on tomato black spot control. A pairing assay between Alternaria linariae and two possible
antagonists: 7. harzianum and G. lucidum was conducted. The tests were performed twice and with
four replicates for each one. In vivo, following treatments were used: untreated control (SI);
Trichoderma filtrate pulverized on the leaves (FCTP) or applied on soil (FCTS); Ganoderma filtrate
pulverized on the leaves (FCGP) or applied on soil (FCGS). Five replicates were used to each
treatment. Detached leaf assay was used under the following treatments: water; Trichoderma filtrate
and Ganoderma filtrate, pulverized with 6 replicates per treatment. All assays were carried out in
completely randomized design. 7 harzianum and G. lucidum inhibited about 50% and 15% of
mycelial growth of A. linariae, respectively. No statistical differences were not found for both
treatments on disease control, except for Trichoderma filtrate on detached leaves, promoting even
more severity. It was found that both fungi showed in vitro antagonism to against the pathogen, but

their filtrates didn’t reduced the disease.
Keywords: tomato, early blight, filtrates, Trichoderma harzianum, Ganoderma lucidum.
1. Introduciao
O tomate (Solanum lycopersicum) é origindrio das regides Andinas da América do Sul e
pertence a familia Solanaceae. E uma planta herbacea, perene, de porte arbustivo, podendo seu

habito de crescimento ser determinado ou indeterminado. Trata-se de uma das hortaligas mais

produzidas no mundo, destacando-se no cenario consumidor devido ao seu sabor, tanto in natura



quanto processado (AVILA et al.; CARILLO et al., 2019). Os frutos de tomate sdo ricos em
vitaminas, minerais, aminoacidos essenciais, agucares e fibras dietéticas (NAIKA, 2006).

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), em 2020 a produ¢do mundial
de tomate foi de cerca de 186 milhdes de toneladas por ano, em uma area cultivada de
aproximadamente 5 milhdes de hectares. Os principais paises produtores sio China, india, Estados
Unidos e Turquia, estes que compreendem cerca de 50% da produ¢do mundial (CONAB, 2019).

O Brasil € o nono maior produtor da cultura, correspondendo a 2,5% da producdo mundial
(CONAB, 2019). De acordo com dados da FAO, em 2020 foram produzidas no pais 3,7 milhdes de
toneladas, em uma area de 51,9 mil hectares e com um rendimento de aproximadamente 72,2
toneladas por hectare. Os principais estados produtores sao Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia,
Parana e Santa Catarina. Em Santa Catarina o cultivo de tomate é destinado ao consumo in natura,
sendo que a maior parte da area comercial se encontra nas microrregioes de Joacaba, Floriandpolis e
Serrana (BARROS; BOTEON, 2020).

O tomate pode ser acometido por diversas doencas, sendo que ja foram relatadas mais de
uma centena delas afetando a cultura (LOPES; REIS, 2011). A ocorréncia dessas doencas pode
resultar em grandes perdas aos produtores quando o manejo ndo ¢ feito de maneira correta, isso
porque a cultura ¢ suscetivel a elas em toda sua fase fenoldgica, tanto em cultivos a campo quanto
em ambiente protegido (RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2021).

Dentre as principais doengas, pode-se destacar a pinta-preta, causada pelo fungo Alternaria
sp., sendo esta uma das doengas mais importantes da cultura devido a sua ocorréncia em todas as
regides de cultivo e ao seu alto potencial destrutivo (RODRIGUES et al., 2013; LOPES et al, 2005;
KIMATI, 2011). O género Alternaria pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceae (SAHARAN; MEHTA; MEENA,
2016). Os sintomas da doenca podem ocorrer em toda a parte aérea das plantas, porém manchas
circulares com coloragcdo marrom-escura nas folhas mais velhas sdo mais abundantes, estas que
podem ou ndo serem delimitadas por um halo amarelo (LOPES et al, 2005; KIMATI, 2011). A
medida que as lesdes crescem, na area necrotica formam-se os anéis concéntricos que sdo
caracteristicos da doenca (LOPES et al, 2005).

O patdgeno ¢ favorecido em condi¢des de alta umidade e temperaturas entre 25 e 30°C,
quando seu controle ndo ¢ feito adequadamente pode ocorrer uma severa destrui¢do foliar, o que

compromete a quantidade e qualidade dos frutos. Seus conidios permanecem viaveis em restos



culturais por um longo periodo, facilitando assim, a disseminacdo do patégeno, que ocorre pelo
vento, insetos, sementes, trabalhadores e implementos agricolas (KIMATI, 2011).

Para o controle da doenga deve ser adotado um conjunto de medidas preventivas, sendo elas:
tratamento de sementes com fungicidas; praticas culturais e pulverizagdes foliares com fungicidas
(KIMATI, 2011). Sabe-se que o uso intensivo de agrotdxicos tem promovido diversos problemas
ambientais e na saide humana, além de provocar desequilibrio bioldgico, eliminagdo de
microrganismos benéficos, redugdo da biodiversidade e favorecer também a selecdo de isolados do
patdgeno resistentes aos produtos (BETTIOL, 2009). Nesse contexto, esses fatores t€ém levado a
uma busca por métodos alternativos as praticas tradicionais de controle da pinta-preta do tomateiro.

Diante dos problemas expostos no manejo de doencas em plantas, o controle bioldgico
destaca-se como uma alternativa viavel e mais sustentdvel. Nesse sentido, podem ser introduzidos
nos meios de producdo agentes de controle bioldgico, denominados também de microrganismos
antagonicos aos patogenos. Além disso, nos Ultimos anos o seu uso passou a integrar o manejo de
doengas de plantas de forma mais ampla (BETTIOL, 2009; AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018).

Por defini¢do, o controle bioldgico de doencas de plantas ¢ a destrui¢do total ou parcial de
populacdes de patdgenos por outros organismos que sdo frequentemente encontrados na natureza
(AGRIOS, 2004), simplificando, seria o uso de um microrganismo nao patogénico em plantas, para
o controle de um patogénico. Os mecanismos de interagdo antagdnica sdo: antibiose, inducao de
resisténcia, competicdo, parasitismo, predacdo e promog¢do de crescimento, sendo que
frequentemente os microrganismos antagonicos agem por mais de um mecanismo, garantindo
assim, uma maior estabilidade de controle e amplo espectro de acdo (AMORIM; REZENDE;
FILHO, 2018).

Em 1950 foi publicado o primeiro artigo cientifico com a tematica controle biologico, nele
filtrados da cultura de Trichoderma sp. foram utilizados para a inativacao do virus do mosaico
comum do fumo (FORSTER, 1950; BETTIOL, 2009). Trata-se do agente de controle biologico
mais estudado e utilizado no Brasil e também em outros paises da América Latina (BETTIOL,
2009). O género Trichoderma pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
ordem Hypocreales e familia Hypocreaceae (MEYER; MAZARO; SILVA, 2019; CHAVERRI;
SAMUELS, 2002).

O antagonismo do género Trichoderma perante os fitopatdogenos se da através dos
mecanismos de parasitismo, antibiose, competi¢do, promocao de crescimento vegetal e indugao de

defesas na planta. As espécies T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum ¢ T. virens possuem uma



ampla distribui¢do no solo, capacidade de parasitar fungos patogénicos, além de poder estabelecer
relagdes benéficas na rizosfera, sendo por esses motivos amplamente utilizadas no controle
bioldgico de fitopatdogenos ou na promogdo de crescimento vegetal (MEYER; MAZARO; SILVA,
2019).

O género Ganoderma pertence ao Reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes,
ordem Polyporales e familia Ganodermataceae. Sao caracterizados como macrofungos e a maioria
das espécies desse gé€nero se encontra distribuida em regides tropicais. A espécie Ganoderma
lucidum tem seu uso farmacéutico bastante difundido, isso porque apresenta inumeras aplicagdes
terap€uticas além de atividade antimicrobiana. Seu corpo de frutificagdo e micélio possuem
polissacarideos, triterpenos e mais de 200 metabdlitos secundarios, demonstrando a potencialidade
desse microrganismo como antagonico (SHARMA et al., 2019).

Alguns estudos vém sendo realizados para estudar o potencial dessa espécie como um
indutor de resisténcia vegetal, agindo assim, como um agente de controle de doengas em plantas. Ja
foi relatado que os seus extratos possuem atividade contra fungos patogénicos (BAIG; SHAHID;
ALI 2015) e que pode ser um indutor de resisténcia através do estimulo da via do jasmonato
(SHARMA et al., 2019).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo testar o efeito dos filtrados obtidos a
partir do crescimento in vitro de Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum no controle da

pinta-preta (Alternaria linariae) do tomateiro.

2. Materiais e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia (LABFITOP) e em casa
de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia, no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Florian6polis/SC. A conducdo das atividades
ocorreu entre os meses de outubro de 2021 e fevereiro de 2022.

2.1 Obtencao de Alternaria linariae

O isolado de Alternaria linariae UCBV 180, foi fornecido pela Universidade Federal de
Vicosa (UFV). O patoégeno que estava conservado em método de Castellani sob refrigeragdo, foi
repicado para placas de Petri contendo meio de cultura V8CaCO3 4agar (200 mL de extrato de
tomate, 3 g de CaCO3, 20 g de agar e 800 mL de agua destilada), estas que foram cultivadas em

camara de crescimento durante 7 dias a 25 °C com 12 h de fotoperiodo.



Para a esporulacdo do patogeno foi necessario coloca-lo sob estresse: decorridos 7 dias de
cultivo, as placas de Petri foram abertas e agua destilada foi acrescida sobre o micélio do fungo, que
posteriormente foi raspado e retirado com auxilio de um pincel. Apos esse procedimento, as placas
foram colocadas abertas sob lampada ultravioleta com fotoperiodo de 12 horas, durante um periodo
de 1 a 2 dias.

Para obter a suspensdo de esporos, as placas foram inundadas com 4gua destilada e a massa
micelial foi raspada. Posteriormente, a suspensao de esporos foi coletada e filtrada em uma camada
tripla de gaze a fim de remover fragmentos de micélio. O nimero de conidios foi determinado

utilizando cAmara de Neubauer e a concentragdo de indculo foi ajustada para 2x10° conidios.mL™".

2.2 Obtenc¢ao de Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum

O isolado de Trichoderma harzianum utilizado foi o IBLF 006, obtido do produto comercial
ECOTRICH®, um fungicida microbioldégico em formulacdo p6é molhavel (WP). J4 o isolado de
Ganoderma lucidum utilizado foi o CC339ST da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN).

Para a obtencdo do Trichoderma harzianum, o produto comercial foi adicionado ao centro
de placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), as quais foram cultivadas
em camara de crescimento durante 5 a 7 dias a 25 °C com 12 h de fotoperiodo. Discos miceliais de
Ganoderma lucidum mantidos em placas de Petri sob refrigeracdo, foram transferidos para novas
placas também contendo meio de cultura BDA, e cultivados em camara de crescimento por 10 dias

a 25 °C com 12 h de fotoperiodo.

2.3 Obtencao dos filtrados de crescimento

Dez discos miceliais de Trichoderma harzianum previamente cultivados em meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) por 5-7 dias, foram transferidos para frascos erlenmeyer contendo 200
mL de meio de cultura batata-dextrose (BD), alocados em mesa agitadora a 120 rpm e
aproximadamente 26°C por 3 dias. Foi utilizado procedimento semelhante para a obten¢do do
filtrado de Ganoderma lucidum, diferindo apenas no tempo de incubagdao em mesa agitadora que
nesse caso foi de 10 dias.

Apbs esse periodo de incubagdo, o contetido de cada erlenmeyer foi vertido em uma camada

tripla de gaze e colocado em microtubos de 50 mL, os quais foram conservados sob refrigeracao.



Sendo assim, foram obtidos o Filtrado de Crescimento de Trichoderma harzianum (FCT) e o

Filtrado de Crescimento de Ganoderma lucidum (FCQG).

2.4 Obtencao das plantas de tomate

Em bandejas de isopor com 128 células contendo substrato Carolina Soil, foram semeadas
sementes de tomate da cultivar Kada (Grupo Santa Cruz). Depois de 14 dias, quando as plantulas ja
haviam emitido as primeiras folhas verdadeiras, foram transplantadas duas mudas para vasos de 2 L
contendo Latossolo Vermelho. As plantas de tomate foram mantidas em casa de vegetagdo,

irrigadas diariamente e adubadas duas vezes com solucao nutritiva Dripsol®.

2.5 Antagonismo entre Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum contra Alternaria
linariae no teste de pareamento

Para avaliar o potencial de antagonismo entre 7Trichoderma harzianum e Ganoderma
lucidum contra Alternaria linariae foi utilizada a técnica de pareamento de culturas, descrita por
Mariano (1993). Para isso, foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA discos
miceliais de 0,5 cm de diametro de cada antagonista e do fitopatogeno Alternaria linariae. Os
discos foram colocados em lados opostos a 2,5 cm da borda da placa. Ja para as testemunhas, foi
transferido para uma das bordas das placas, um disco micelial referido a cada antagonista ou do
fitopatogeno, ficando isolado mas em posi¢do semelhante as placas pareadas. As placas foram
vedadas com papel filme e incubadas em camara de crescimento a 25 °C com 12 h de fotoperiodo.

Apés 5, 7, 10, 12, 14 dias, foi realizada a avaliacdo da porcentagem de inibicdo de

crescimento do fitopatogeno pelos antagonistas, conforme formula descrita por Singh et al., 2002:
[=(C-T/C)x 100

onde, I = inibi¢do (%), C = didmetro da colonia de 4. /inariae na placa de controle e T = didmetro
da colonia de A. linariae na placa contendo antagonista.

O teste do pareamento foi conduzido duas vezes, sendo que em cada uma foram realizadas 4

repeticdes por tratamento em delineamento inteiramente casualizado.

2.6 Efeitos dos filtrados de crescimento na severidade da pinta-preta em plantas de tomateiro



O experimento foi realizado quando as plantas possuiam 4 a 5 folhas verdadeiras, sendo
submetidas aos seguintes tratamentos: Testemunha nao tratada (SI); Filtrado de Crescimento de
Trichoderma Pulverizado (FCTP); Filtrado de Crescimento de Trichoderma Aplicado no Solo
(FCTS); Filtrado de Crescimento de Ganoderma Pulverizado (FCGP) e Filtrado de Crescimento de
Ganoderma Aplicado no Solo (FCGS). Os tratamentos com filtrados de crescimento estavam na
concentragdo 40% (40% filtrado e 60% agua destilada). A pulverizacdo ocorreu em toda parte aérea
das plantas at¢ o ponto de escorrimento (= 8 mL), enquanto que a aplicacdo no solo foi feita
proxima a base do caule.

Decorridas 48 horas, as plantas foram inoculadas com uma pulverizagcdo de suspensdo de
esporos de A. linariae contendo 2x10° conidios.mL"' e mantidas em cAmara imida durante 24 horas.
As avaliagdes foram realizadas 1, 3, 6, 8 e 10 dias ap6s a inoculacdo do fitopatogeno. A severidade
da doenca foi avaliada na 3* e 4 folha de cada planta, atribuindo-se uma nota para a severidade

observada visualmente, conforme demonstrado na Tabela 1.



Tabela 1. Notas atribuidas de acordo com a severidade da doenca observada visualmente.

Notas Severidade da doenca (%)
0 0
1 entre l e 5
2 entre Se 15
3 entre 15 e 25
4 entre 25 e 50
5 > 50
6 =100 (folha morta)

Fonte: Autor.

Foram utilizadas 5 repeti¢des por tratamento, sendo uma repeticao constituida por um vaso

contendo duas plantas, em delineamento inteiramente casualizado.

2.7 Efeitos dos filtrados de crescimento na severidade da pinta-preta em folhas destacadas de
tomateiro

Foi utilizada a metodologia de folha destacada descrita por Peever et al. 1999, com
adaptacdes. Foram utilizadas folhas de tomate destacadas de plantas com 5 folhas verdadeiras,
cultivadas em casa de vegetacdo. Depois de destacadas com auxilio de uma tesoura desinfestada, as
folhas foram levadas ao laboratorio, onde foram acondicionadas em caixas de plastico PET
previamente submetidas a assepsia com alcool 70%, e que continham duas folhas de papel-filtro
umedecido com 4gua destilada. No peciolo das folhas foi colocado uma por¢ao de algoddo também
umedecida com agua destilada.

Os tratamentos utilizados foram: Agua destilada (testemunha), Filtrado de Crescimento de
Trichoderma e Filtrado de Crescimento de Ganoderma, sendo as folhas pulverizadas até o ponto de
escorrimento. Apds 3 horas, as folhas foram inoculadas com uma pulverizagdo de suspensao de

esporos contendo 2x10° conidios.mL™, as caixas foram vedadas com papel filme e mantidas em



camara de crescimento durante 4 dias a 25 =1 °C com 12 h de fotoperiodo. As avaliagdes foram
realizadas 2, 3 e 4 dias apds a inoculacdo com o fitopatdégeno, a avaliagdo da severidade foi
realizada visualmente atribuindo notas, conforme Tabela 1.

Foram utilizadas 6 repeti¢cdes por tratamento em delineamento inteiramente casualizado.

2.9 Analises estatisticas
Foi utilizado o programa LibreOffice® versao 7.2 para realizacdo dos calculos de média,
desvio padrdo e andlise de regressdo, e o programa Sisvar® versdo 5.6 para as andlises de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

3. Resultados

3.1 Antagonismo entre Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum contra Alternaria
linariae no teste de pareamento

Os fungos Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum reduziram o crescimento micelial
de Alternaria linariae no teste do pareamento de culturas. 7 harzianum inibiu significativamente o
crescimento micelial do patégeno, em cerca de 50%, enquanto que o confronto com G. lucidum

resultou em uma menor inibi¢ao, de aproximadamente 15%, como demonstra a Figura 1.

Figura 1. Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de Alternaria linariae pareada em placa
contendo antagonista, Trichoderma harzianum x Alternaria linariae (TxA) ou Ganoderma lucidum

x Alternaria linariae (GxA) ao longo do tempo.
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Fonte: Autor.

No segundo experimento, novamente, 7. harzianum apresentou maior inibicdo de
crescimento de A4. linariae quando comparado ao G. lucidum, porém ambos obtiveram menores

porcentagens de inibi¢do, cerca de 42 e 8%, respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de Alternaria linariae pareada em placa
contendo antagonista, Trichoderma harzianum x Alternaria linariae (TxA) ou Ganoderma lucidum

x Alternaria linariae (GxA) ao longo do tempo.
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Fonte: Autor.



Em ambos experimentos, 7. harzianum apresentou uma curva logaritmica de aumento da
inibicdo ao longo do tempo, com picos nos valores 51% na avaliacdo apo6s 14 dias, no primeiro
experimento e 43% de inibi¢do do patdgeno na avaliagdo apds 12 dias, no segundo experimento.
Enquanto G. lucidum apresentou uma inibi¢ao linear, com picos nos valores 18% na avaliagdo apds
5 e 12 dias e 9,5% na avaliagdo apds 12 dias, no primeiro e segundo experimento, respectivamente.

Na figura 3, pode-se observar o crescimento micelial dos fungos no ultimo dia de avaliagdo,
sendo que no pareamento 7. harzianum e A. linariae, o patdgeno foi inibido mais fortemente se
comparado com a testemunha e o pareamento G. lucidum e A. linariae. Além disso, T. harzianum ja

se encontrava parasitando 4. linariae, com seu desenvolvimento sobre a coldnia do fitopatdogeno.

Figura 3. Crescimento micelial dos fungos no ultimo dia de avaliagdo, sendo A: Alternaria linariae
(testemunha); B: pareamento de Trichoderma harzianum x Alternaria linariae ¢ C: pareamento de

Ganoderma lucidum x Alternaria linariae.

Fonte: Autor.

3.2 Efeitos dos filtrados de crescimento na severidade da pinta-preta em plantas de tomateiro
Os filtrados de crescimento de Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum nao
apresentaram efeitos sobre a severidade da pinta-preta em plantas de tomateiro, independente da

forma de aplicagdo. Em ambos os tratamentos, a nota atribuida a severidade da doenga apresentou



uma curva logaritmica de aumento (Figura 4), semelhante ao controle com somente inoculagcdo do

patogeno.



Figura 4. Notas atribuidas a severidade da pinta-preta (4lternaria linariae) em plantas de tomateiro
submetidas a diferentes tratamentos: testemunha ndo tratada (SI), filtrado de crescimento de
Trichoderma harzianum pulverizado (FCTP); filtrado de crescimento de Trichoderma harzianum
aplicado no solo (FCTS); filtrado de crescimento de Ganoderma lucidum pulverizado (FCGP) e

filtrado de crescimento de Ganoderma lucidum aplicado no solo (FCGS).
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Fonte: Autor.

3.3 Efeitos dos filtrados de crescimento na severidade da pinta-preta em folhas destacadas de
tomateiro

Os filtrados de crescimento de Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum também nao
apresentaram efeitos sobre a severidade da pinta-preta em folhas destacadas de tomateiro.

Conforme demonstra a Figura 5, aos 2 dias apos a inoculagdo (DAI), os filtrados nao
apresentaram diferengas entre si, mas obtiveram uma maior nota atribuida a severidade da doenga,
em relacdo a testemunha. Ja nos 3 e 4 DAL, o filtrado de crescimento de G. /ucidum ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado a testemunha, enquanto que o filtrado de crescimento de 7.

harzianum obteve as maiores notas nesses tempos de avaliacao.



Figura 5. Notas atribuidas a severidade da pinta-preta (4lternaria linariae) em folhas destacadas
de tomateiro submetidas a diferentes tratamentos: agua destilada (testemunha), filtrado de
crescimento de Trichoderma harzianum e filtrado de crescimento de Ganoderma lucidum. Médias
seguidas da mesma letra, dentro do mesmo tempo de avaliagdo, ndo diferem estatisticamente entre

si (p<0,05).
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4. Discussao

A pinta-preta ¢ uma das principais doengas da cultura do tomate, seu agente causal,
Alternaria sp. possui uma enorme agressividade, a qual acaba gerando toneladas de perdas na
producao todos os anos. Os fungos do género Alternaria produzem cerca de 70 micotoxinas, dentre
elas algumas sdo quimica e termicamente estdveis, além disso, possuem capacidade de
sobrevivéncia em tecidos vegetais vivos ou mortos e seus conidios apresentam viabilidade por
longos periodos em restos culturais. Esse conjunto de fatores acarreta em uma doenca de dificil
controle nos sistemas produtivos do tomateiro. Nesse contexto, seria interessante o

desenvolvimento de biofungicidas, visando substituir o emprego de produtos quimicos, uma das



medidas mais utilizadas para o controle da doenca (KIMATI, 2011; TOMER; REDDY; DIWIVEDI,
2020).

Uma alternativa aos métodos convencionais de controle da pinta-preta, ¢ o uso de agentes de
biocontrole, através de suspensdo de esporos ou de filtrados de crescimento in vitro, visando a
obtencdo de metabolitos secundarios com atividade antibidtica. Segundo Meyer, Mazaro e Silva
(2019), dos produtos de controle bioldgico a base de Trichoderma disponiveis no mercado, a
espécie Trichoderma harzianum ¢ a mais comercializada, estando presente em aproximadamente
38% dos produtos comerciais. Isso advém de sua combinacdo de modos de agdo sobre os
fitopatogenos e/ou promocao de crescimento das plantas. No caso do isolado IBLF 006, obtido do
produto comercial ECOTRICH®, seu modo de acdo se da através de competi¢do, parasitismo €
antibiose.

A antibiose do género Trichoderma se da através da producao de metabolitos secundarios,
sendo que sua atividade antifingica ja ¢ conhecida frente a patégenos como Botrytis, Fusarium,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Colletotrichum, Penicillium, Aspergillus, Phytophthora e Pythium. Os
motivos do sucesso do antagonismo desse género sdo: competicdo com os fitopatdgenos por
nutrientes; producdo de metabdlitos secundarios e a produgdo de enzimas capazes de hidrolisar a
parede celular de seu hospedeiro. Entretanto, estudos verificando a eficiéncia de biocontrole de um
determinado metabdlito sobre uma doenca em condi¢des de campo ainda sdao escassos (MEYER;
MAZARQO; SILVA, 2019).

Dentre os principais metabolitos secundarios produzidos pelo género Trichoderma, pode-se
destacar as quinonas, pironas, terpendides, esterdides, gliotoxinas, gliovirinas e os peptideos
antibidticos, sendo que todos estes apresentam atividade antimicrobiana e alguns ainda podem ser
indutores benéficos as plantas. Outro género com alta producdo de metabolitos secundarios ¢ o
Ganoderma, este basidiomiceto produz esterdides, triterpenodides, e cerca de mais 200 outros
metabolitos. Esses compostos sao de interesse medicinal, visto que possuem agao antiinflamatoria,
antibacteriana e antifingica, sao usados principalmente na medicina humana e animal devido ao seu
potencial terapéutico (SHARMA et al., 2019).

A partir disso, o uso dos fungos Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum e seus
filtrados nesse estudo, buscava a obtengdo de inibi¢ao de Alternaria linariae ¢ controle da doenga
da pinta-preta do tomateiro, isso através dos mecanismos de antagonismo e produgdo de metabdlitos

secundarios acima citados.



Os mecanismos de competicdo, parasitismo e antibiose foram observados neste estudo, visto
que T. harzianum inibiu em cerca de 50% o crescimento micelial de Alternaria linariae nos
experimentos in vitro com pareamento das culturas, além disso, foi observado visualmente o
parasitismo sobre o patdogeno nas placas pareadas. Resultados semelhantes foram encontrados nos
experimentos realizados por Bokhari e Perveen (2012), 7. harzianum inibiu o crescimento micelial
de Fusarium solani em cerca de 51%. J4& Mahmoud et al. (2021) relataram que 7. harzianum
apresentou alta capacidade antagonica contra A. cerealis ja no quinto dia de incubacao, enquanto
que Nozaki et al. (2018) demonstrou que esse mesmo antagonista foi capaz de inibir em 66% o
crescimento de A. solani.

Outro fungo com atividade antimicrobiana constatada na literatura ¢ o Ganoderma lucidum,
pesquisas j& verificaram que seus compostos antibacterianos sdo capazes de inibir tanto bactérias
gram negativas quanto positivas, além disso, existem estudos demonstrando que extratos do seu
corpo de frutificacdo foram capazes de inibir o crescimento de fungos como Botrytis cinerea,
Physalospora piricola e Fusarium oxysporum (SHARMA et al., 2019). De acordo com Baig,
Shahid e Ali (2015), extratos de diferentes isolados de G. lucidum foram capazes de suprimir a
biomassa fingica de Alternaria sp. em até 46%. Neste estudo, foram encontrados valores de
inibi¢do do crescimento micelial de A. linariae por G. lucidum muito menores, aproximadamente
15%, quando comparado a outros trabalhos. No entanto, foi utilizado o fungo diretamente como
antagonista no teste do pareamento e nao seus extratos como nesses outros trabalhos.

Os fitopatogenos pertencentes ao género Alternaria possuem alta agressividade e se
enquadram na categoria dos necrotroficos, os quais utilizam tecidos mortos como fonte de
nutrientes, sendo assim, esses patdgenos matam seu hospedeiro antes de invadi-lo, isso ocorre
através de uma importante atividade de enzimas e toxinas (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2018).
Esses fatores atrelado com a susceptibilidade do tomate a pinta-preta em toda sua fase fenoldgica, a
ocorréncia da doenca em todas as regides de cultivo, e a capacidade do fungo de sobreviver em
restos culturais por um longo periodo ou como infecgdo latente em sementes, resulta em uma
doenga de dificil controle na cultura (KIMATI, 2018; LOPES et al, 2005; HABIB et al., 2021).

Além disso, segundo estudos, a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) ¢ o
melhor critério quando se visa a determinacdo e comparagdo da severidade da pinta-preta
(BESSADAT et al., 2014). Neste trabalho a severidade da doenca foi avaliada de forma diferente,
através de uma escala de notas, atribuidas a partir da severidade observada visualmente, caso tivesse

sido utilizada outra metodologia de avaliacdo, os filtrados de crescimento de Trichoderma



harzianum e Ganoderma lucidum poderiam ter apresentado outros efeitos sobre a doenca quando
comparados com a testemunha.

Adss et al. (2021), demonstraram que uma suspensdo de esporos de 7. harzianum quando
utilizada com outros indutores de resisténcia, se mostrou eficiente na protecao de tomates contra A.
solani, reduzindo significativamente a severidade da doenca. Segundo Fontenelle et al. (2011),
isolados de Trichoderma spp. conferiram promogdo de crescimento em mudas de tomate, além de
protecao de até 95,94% contra Xanthomonas euvesicatoria e de até 95,23% contra A. solani, com
valores variando de acordo com o isolado de Trichoderma utilizado.

No trabalho de Zhang et al. (2019), o polissacarideo de G. lucidum apresentou controle
sobre a murcha de Fusarium do algodoeiro tanto aplicado por irrigacdo do solo quanto por
pulverizacdo na parte aérea ou no tratamento de sementes, sendo que o controle da doenga
aumentava de acordo com o aumento da dose do polissacarideo. A aplicagdo por irrigacao do solo
foi a que apresentou as melhores taxas de controle da doenga.

Além disso, estudos com o oidio da soja demonstraram que o filtrado de crescimento
micelial de G. lucidum apresenta potencial de controle da doenga. Caracterizando-se também como
um potencial indutor de resisténcia na cultura e também fungicida, pois reduz a severidade da
doenca em plantas de soja (CRUZ et al., 2019).

Segundo El-Katatny e Emam (2012), o filtrado de crescimento de 7. harzianum inibiu a
germinagdo de esporos de patdgenos causadores de podriddes pds-colheita de tomate, isso em
decorréncia da libera¢ao de metabdlitos no filtrado, também resultou em deformacdes no micélio de
Alternaria sp. Além disso, este mesmo trabalho discutiu sobre as concentragdes de filtrados capazes
de inibir a germinacdo de esporos desses patdgenos pods-colheita, no caso de 4 isolados de
Alternaria, concentracdes acima de 50% inibiram completamente a germinacdo dos conidios. A
concentragdo de filtrado utilizada também gerou resultados distintos com relagdo a incidéncia
dessas doencas, a concentragdo de 50% reduziu a incidéncia de Alternaria sp. em 20%, enquanto
que a 100%, ou seja, sem diluigdo, o filtrado reduziu a incidéncia em cerca de 60%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Abdel-Ghany e Bakri (2019), onde o
aumento da concentragdo do filtrado de 7. harzianum inibiu gradualmente o crescimento micelial da
colonia de A. solani, sendo que na maior concentragdo (70%) houve uma inibicdo de 51% do

crescimento do patdgeno.



Neste trabalho, os filtrados de crescimento de 7. harzianum e G. lucidum podem ter sido
utilizados em uma concentragdo muito baixa (40%), ndo proporcionando entdo, resultados
satisfatorios de controle da pinta-preta do tomateiro.

Os meios de cultura fornecem a base para a nutri¢do de microrganismos cultivados in vitro,
o meio BD ¢ muito rico em nutrientes e estimula o desenvolvimento vegetativo de fungos
(SCHULTZ, AUER; SANTOS, 2012). Nesse contexto, o meio BD utilizado neste estudo para
obtencdo dos filtrados de crescimento de 7. harzianum e G. lucidum pode ter causado um estimulo
ao patogeno A. linariae, principalmente no experimento com folhas destacadas. O fungo T
harzianum foi incubado por menos tempo que G. lucidum para obtencdo dos filtrados, assim,
possivelmente mais nutrientes ficaram disponiveis ao patogeno a partir do filtrado que foi aplicado

pouco tempo antes da inoculagdo, causando estimulo e gerando uma maior severidade da doenga.

5. Conclusao
Dessa forma, conclui-se que os fungos 7Trichoderma harzianum e Ganoderma lucidum
apresentam antagonismo contra Alternaria linariae, visto que causaram inibi¢do do crescimento
micelial do patogeno no teste do pareamento de culturas. Entretanto, seus filtrados de crescimento

ndo apresentaram efeitos de controle da pinta-preta do tomateiro nos ensaios in vivo.
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