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RESUMO

O mofo-branco e a podriddo do colo, causados pelos fungos Sclerotinia sclerotiorum e
Sclerotium rolfsii, sdo doengas graves que acometem os grandes cultivos. Embora o controle
mais comum seja realizado com fungicidas quimicos, a crescente busca por praticas mais
sustentaveis tem impulsionado o uso do controle bioldgico, que vem ganhando destaque. O
fungo Trichoderma se mostra uma alternativa promissora, reduzindo o inoculo dos
fitopatégenos com eficiéncia e especificidade, além de diminuir o impacto ambiental. Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de controle dos fungos
S. sclerotiorum e S. rolfsii submetidos a diferentes isolados de Trichoderma coletados na regiao
de Brunodpolis-SC. Foram analisados oito isolados identificados 1A; 36A; 98A; 99A; 111B;
112B; 36B; 102 e um isolado do produto comercial Thichodermil®. O teste de inibicao do
crescimento micelial apds a exposi¢do aos compostos organicos volateis (COVs ) consistiu na
utilizacdo de dois fundos de placa de Petri, contendo meio BDA, um disco de micélio do fungo
fitopatogénico e um disco de micélio colonizados por Trichoderma spp., as mesmas foram
sobrepostas uma a outra, formando uma atmosfera compartilhada. Quanto ao teste de inibi¢ao
do crescimento micelial apos a exposi¢do aos compostos organicos ndo volateis (CONVs),
consistiu-se da raspagem do micélio do fungo antagonista com 10 dias de cultivo, filtrados com
o auxilio de gazes e adicionado juntamente com meio B.D.A a uma propor¢ao de 30%. Para
ambos, os dados obtidos foram calculados a porcentagem de inibig¢ao e porcentagem de redugao
da velocidade do crescimento. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com 10 tratamentos e 5 repeticoes. As médias obtidas foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott, ao nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo da germina¢do miceliogénica,
seis esclerodios produzidos em BDA com 30 dias, foram transferidos para placas contendo
colonias de Trichoderma e incubadas por 7 e 20 dias para S. rolfsii e 20 dias para S.
sclerotiorum. A viabilidade foi avaliada pelo teste de Trifenil Cloreto de Tetrazolio (0,5%),
julgado viavel os esclerddios de colora¢ao rosada e ndo viavel os esclerddios amarelados. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos e 4 repeti¢des. Os
resultados obtidos foram comparados ao teste qui-quadrado. Apesar de alguns isolados nao
terem demonstrado potencial antagonico sobre S. sclerotiorum quando submetidos aos COVs,
a grande maioria mostrou resultados satisfatérios no controle do S. rolfsii. J4 os CONVs, para
o S. rolfsii os isolados que mais se destacaram foram TCOM e 36B, ambos com
aproximadamente 50% de controle total. Ja para o fungo S. sclerotiorum houve um maior
numero de tratamentos satisfatorios, sendo estes 111B, TCOM, 99A e 98A, que obtiveram
resultados superiores a 50% de controle. Quanto a reducao da viabilidade dos esclerddios, com
7 dias nenhum dos isolados demonstrou controle, porém, com 20 dias de avaliagdo para ambos
os fungos fitopatogénicos, o isolado 1A e 102B demonstraram capacidade de inibigdo dos
esclerodios. Os resultados obtidos para ambos os testes e fungos fitopatogénicos foram
satisfatorios, evidenciando um grande potencial de controle dos isolados encontrados na regiao
de Santa Catarina.

Palavras-chave: controle biologico; doencas em plantas; eficiéncia de antagonismo;
sustentabilidade.



ABSTRACT

White mold and collar rot, caused by the fungi Sclerotinia sclerotiorum and Sclerotium rolfsii,
are serious diseases affecting large-scale crops. The most common control method is the use of
chemical fungicides, but due to the demand for more sustainable practices, biological control
has gained prominence. The fungus Trichoderma presents itself as a promising alternative,
efficiently and specifically reducing pathogen inoculum while also reducing environmental
impact. Therefore, the objective of this study was to evaluate in vitro the control potential of S.
sclerotiorum and S. rolfsii subjected to different isolates of Trichoderma collected in the region
of Brundpolis, SC. Eight isolates were analyzed, identified as 1A, 36A, 98A, 99A, 111B, 112B,
36B, 102, and a commercial product isolate, Trichodermil®. The mycelial growth inhibition
test after exposure to volatile organic compounds (VOCs) involved using two Petri dish bases
containing PDA medium, one disk of the phytopathogenic fungus mycelium and one disk
colonized by Trichoderma spp.; they were overlaid, forming a shared atmosphere. The mycelial
growth inhibition test after exposure to non-volatile organic compounds (NVOCs) involved
scraping the antagonist fungus mycelium after 10 days of cultivation, filtering it with gauze,
and adding it to PDA medium at a 30% proportion. For both, the inhibition percentage and
growth rate reduction percentage were calculated. A completely randomized design with 10
treatments and 5 repetitions was used. The means obtained were compared by the Scott-Knott
test at a 5% significance level. For myceliogenic germination evaluation, six sclerotia produced
in PDA for 30 days were transferred to plates containing 7richoderma colonies and incubated
for 7 days for S. rolfsii and 20 days for S. sclerotiorum. Viability was assessed by the
Tetrazolium Triphenyl Chloride (0.5%) test, where viable sclerotia were pink and non-viable
sclerotia were yellow. The experimental design was completely randomized with 10 treatments
and 4 repetitions. The results were compared using the chi-square test. Although some isolates
did not demonstrate antagonistic potential against S. sclerotiorum when exposed to VOCs, the
majority showed satisfactory results in controlling S. rolfsii. For NVOC:s, the isolates that stood
out for S. rolfsii were TCOM and 36B, both achieving approximately 50% total control. For S.
sclerotiorum, a greater number of treatments were satisfactory, namely 111B, TCOM, 99A, and
98 A, with control results above 50%. Regarding the reduction in sclerotia viability, none of the
isolates showed control after 7 days; however, with 20 days of evaluation for both
phytopathogenic fungi, isolates 1A and 102B demonstrated sclerotia inhibition capability. The
results obtained for both tests and phytopathogenic fungi were satisfactory, showing a great
control potential of the isolates found in the Santa Catarina region.

Keywords: biological control; plant diseases; antagonism efficiency; sustainability.
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1 INTRODUCAO

As doengas de plantas sdo uma das principais causas de perdas agricolas em todo o
mundo e representam um desafio significativo para a seguranga alimentar global (Oerke, 2006;
Strange & Scott, 2005). Dentre as principais doengas que acometem as culturas, podemos citar
as de origem fungica, popularmente conhecidas como Mofo-branco e Podriddo de colo,
causadas respectivamente, pelos agentes etiologicos Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium
rolfsii (Ito, 2013). Ambas as doengas ocorrem de maneira muito semelhante na planta, além de
produzirem estruturas de sobrevivéncia denominadas de esclerddios, que podem se manter
ativas e vidveis no solo por até¢ 10 anos, dificultando ainda mais o controle desses patdogenos
(Serra & Silva, 2005).

O controle de doengas com o uso exclusivo de fungicidas quimicos ja se mostrou
insustentavel, especialmente para patogenos transmitidos pelo solo, como S. sclerotiorum e S.
rolfsii (Smolinska & Kowalska, 2018). Além disso, esses produtos podem ocasionar impactos
negativos na saide de trabalhadores rurais, prejudicar o meio ambiente e, com o tempo,
favorecer o desenvolvimento de resisténcia do patogeno (Zubrod et al., 2019). Diante desse
cendrio, o uso de agentes de controle bioldgico surge como uma alternativa para o manejo de
doencas de plantas (Akhtar & Javaid, 2018).

O controle biologico de doengas em plantas consiste na utilizacdo de organismos
benéficos as plantas capazes de controlar agentes causadores de doencas (Bettiol et al., 2019).
Os fungos e as bactérias sao os mais estudados atualmente. Dentre os principais representantes
fingicos que vém ganhando destaque nas pesquisas, destacam-se os pertencentes ao género
Trichoderma spp. (Medeiros et al., 2018; Morandi et al., 2009).

Com a alta demanda de produtos de base ecologica, torna-se fundamental a criagdo de
cepas mais eficientes e adaptadas as condi¢cdes ambientais em que serdo utilizados, o que requer
um continuo processo de caracterizagao e selecdo de bioagentes (Carvalho ef al., 2019). Com
1sso, a pesquisa tem como objetivo estudar as interacdes entre diferentes espécies de
Trichoderma coletados na regido de Brunopolis-SC e avaliar o nivel de controle que esses

organismos apresentam sobre os agentes etiologicos S. sclerotiorum e S. rolfsii.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. na inibi¢do dos fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, ambos coletados na microrregiao

do Planalto Sul Catarinense.

1.1.2  Objetivos especificos

e Avaliar, “in vitro”, o potencial de controle do crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii quando submetidos a
exposi¢ao de Compostos organicos volateis (COVs) produzidos por isolados de
Trichoderma spp.;

e Avaliar, “in vitro”, o potencial de controle do crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii quando submetidos a
exposi¢do de Compostos organicos ndo volateis (CONVs) produzidos por isolados de
Trichoderma spp.;

e Avaliar a viabilidade de esclerddios produzidos pelos fitopatdgenos Sclerotinia

sclerotiorum e Sclerotium rolfsii quando tratados com isolados de Trichoderma spp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MOFO-BRANCO (Sclerotinia sclerotiorum)

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ o agente etiologico causador da doenga
popularmente conhecida como mofo-branco, capaz de infectar mais de 400 espécies de plantas
sendo, sua grande maioria, de interesse econdomico. Entre as culturas afetadas estdo a alface,
alfafa, algodao, batata, canola, cenoura, ervilha, feijao, girassol, lentilha, morango, mostarda,
soja, tomate, entre outras (Derbyshire et al., 2017; Fernando et al., 2004).

A doenga ¢ caracterizada por acometer diversas partes das plantas e possuir potencial
para se desenvolver desde o periodo vegetativo até o pds-colheita (Derbyshire et al., 2017).
Prefere temperaturas amenas entre 10 e 20°C, alta umidade e molhamento foliar. Devido a essas
condi¢des, a doenca afeta culturas implantadas em regides de clima temperado, subtropicais e
tropicais com elevada altitude (Agrios, 2005).

Os sintomas caracteristicos do mofo-branco ocorrem de formas semelhantes entre
varias culturas. Eles sdo caracterizados por possuir manchas com um aspecto de encharcamento,
que, com o passar do tempo, sua coloragdo passa a ser castanha. Posteriormente, ocorre a
formagao de uma massa de micélio densa e de coloragdo branca, que, com o passar dos dias, da

origem as estruturas de sobrevivéncia denominadas de esclerddios (Almeida ef al., 2005).

Figura 1 — Esquema do ciclo de vida de S. sclerotiorum.
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Fonte: Tese Roseli Muniz Giachini adaptado de Wharton e Kirk, 2007

Os esclerodios sao produzidos durante a sua fase assexuada, o fungo produz estruturas
de sobrevivéncia constituidas por um aglomerado de hifas, denominadas esclerdédios. Essas
estruturas geralmente apresentam formato arredondado, alongado ou irregular, com a parte
interna constituida de carboidratos e proteinas, enquanto a casca ¢ formada por células cujas
paredes contém melanina (Le Tornea, 1979), através deles, o fungo possui a capacidade de
permanecer viavel por até 10 anos, tornando a doenga uma das mais severas e de dificil controle

no campo (Choi et al., 2017).

Figura 2 — Esclerddios de S. sclerotiorum na cultura da soja

Fonte: Matthieu Morel (s.d)

A gravidade dos danos provocados pelo fungo varia conforme o clima, a localiza¢ao
geografica, a sensibilidade da cultura afetada e a viruléncia do fungo em questdo (Cunha, 2010).
Em relagdo a temperatura, o mofo-branco ¢ caracterizado por se desenvolver melhor em
temperaturas amenas e uUmidas, tornando-se extremamente severo quando mantido em
temperaturas em torno de 10 - 20°C. Ambientes em que se predomina uma elevada umidade do
ar e d4gua em abundancia favorecem a germinagao das estruturas no solo e disseminando-se para
a planta, trazendo grandes infestagdes do fungo (Agrios, 2005; Meyer et al., 2010).

A germinagdo carpogénica acontece quando os esclerddios sao expostos a radiagao
solar adequada, desencadeando a emissdao dos estipes e a formacao dos apotécios. Por outro

lado, em condigdes de baixa luminosidade, ocorre apenas a germinagao miceliogénica, na qual
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os micélios resultantes tém a capacidade de invadir os tecidos das plantas hospedeiras, iniciando
assim a infec¢dao (Meyer et al., 2010).

Quando as condig¢des sdo propicias, os apotécios liberam uma grande quantidade de
ascosporos, que sao dispersos pelo vento e tém o potencial de infectar plantas suscetiveis em
um raio de 50 a 100 metros (Meyer et al., 2010). O apotécio ¢é caracterizado por possuir um
formato de taca, ser carnoso e pedicelado, com coloragdo variando de rosa a pardo-claro,

podendo chegar a medir 10 mm de didmetro (Kurozawa; Pavan ef al., 2005).

Figura 3: Reprodugdo miceliogénica de S. sclerotiorum (A); Apotécios de S. sclerotiorum (B).

Fonte: Batista, 2022; Mais soja (s.d).

2.2 PODRIDAO DE COLO (Sclerotium rolfsii)

O Sclerotium rolfsii ¢ um fungo fitopatogénico habitante do solo, responsavel por causar
podriddes de raizes, colo, bulbos e frutos em uma ampla gama de plantas, afetando mais de 500
espécies, incluindo culturas agricolas significativas como amendoim, soja, algoddo e tomate

(Bosah; Igeleke; Omorusi, 2010; Punja e Rahe, 1992).

Figura 4 — Ocorréncia de Sclerotium rolfsii em fruto de tomate, com presenca de esclerodios.
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Peuriad 0. |.omea

Fonte: Blancard, 2022

Assim como a S. sclerotiorum, o S. rolfsii tem a capacidade de produzir estruturas de
resisténcia conhecidas como esclerdédios, que permanecem vidveis no solo, resistindo as
adversidades climaticas por varios anos, representando uma fonte persistente de infec¢do para
as plantas (Martins et al., 2003; Duarte et al., 2006).

A doenga causada por S. rolfsii € tipicamente mais comum em solos imidos ¢ em
temperaturas quentes, condi¢des que favorecem a decomposicao da matéria organica no solo.
A infec¢do pode ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento da planta e resultar em

podridao das raizes e do colo, levando eventualmente a morte da planta (Amorim et al., 2016).

Figura 5 - Planta de morangueiro com sintomas de podridao do colo causada por S. rolfsii,
com presenca de esclerodios. Esclerddios marrons (seta com circulo azul); Esclerédios

brancos (Seta com circulo vermelho).
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Fonte: Hélcio Costa (s.d.)

Os esclerddios desempenham um papel crucial no ciclo de vida do fungo, pois sua
estrutura de resisténcia da origem aos apotécios e, posteriormente, aos ascosporos. Nas plantas
afetadas pela doenca, ocorre o crescimento do micélio do fungo nas partes proximas ao solo,
formando uma massa de micélio branca sobre a lesdo. O fungo entdo produz numerosos
esclerddios arredondados e pequenos, de tamanho uniforme, resultando na murcha e morte da
planta (Ueno, 2023).

O crescimento micelial e a formagao de esclerodios sao inibidos em condi¢des de baixas
concentracdes de oxigénio e alta concentragdo de diéxido de carbono, em torno de 15% e 3%,
respectivamente. A taxa de germinagao no solo € reduzida em profundidades superiores que 2,5
cm, quando comparadas com a superficie do solo. A medida que a umidade aumenta, o
crescimento micelial diminui progressivamente, a incidéncia da doenga ¢ mais comum em solos

arenosos e bem drenados, com umidade abaixo da capacidade de campo (Punja ef al., 1984).

2.3 METODOS DE CONTROLE DOS FUNGOS

Por se tratar de dois patdgenos muito parecidos, o controle dos mesmos pode ser

abordado de maneira semelhante. O principal método utilizado atualmente para o controle do
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S. sclerotiorum e S. rolfsii € o quimico, porém, com a pouca quantidade de moléculas
registrados no mercado (entre elas: fluazinam e procimidone) (Agrofit, 2024) e o uso
inadequado desses produtos, vem-se trazendo varios relatos de resisténcia dos fungos pelos
diversos mecanismos de acdo em que os mesmos atuam, tornando o produto um gasto sem
retorno para a producdo (Berger Neto, 2015; Li; Zhou, 2004; Meyer et al., 2018). Atualmente
existem 4 produtos registrados para o controle de mofo-branco na cultura da soja e 11 produtos
para o controle da podridao de colo na cultura do tomate (Agrofit, 2024).

A estratégia mais eficaz para controld-los ¢ a ado¢do combinada das trés principais
formas de controle: bioldgica, quimica e cultural (Meyer et al., 2016). O controle biologico
pode ser definido como o uso de organismos vivos e benéficos no controle de pragas e doengas.
O controle quimico utiliza-se de fungicidas capazes de prevenir a infec¢ao de tecidos de plantas
vivas. O controle cultural, por sua vez, ¢ caracterizado por todas as praticas de manejo
realizadas que buscam dificultar e/ou reduzir o desenvolvimento das doencas (Meyer et al.,
2016).

E crucial seguir rigorosamente os manejos basicos da lavoura, incluindo a aplicagdo de
medidas preventivas, como a higieniza¢do dos implementos e materiais a serem utilizados na
lavoura, a fim de evitar a introdu¢do do fungo no cultivo. Além disso, ¢ fundamental utilizar
sementes de qualidade comprovada, livres de indculos e certificadas (Bianchini ef al., 2005;
Ferraz, 1999; Venturoso et al., 2013).

Vale ressaltar que, em areas ja infectadas, ¢ importante que haja o controle e redugado da
populagdo carpogénica dos esclerodios (Ferguson & Shew, 2001). Para esse controle, pesquisas
apontam que trabalhar sempre com rotagdes de cultura e o uso de palhadas na cobertura do solo
ocorre a criagdo de uma barreira fisica que impedira o crescimento do corpo de frutificacao do

fungo (Ferraz et al., 1999).

2.4  CONTROLE BIOLOGICO

O crescente interesse nos estudos sobre controle bioldgico ¢ atribuido ao aumento
significativo de relatos de resisténcia dos fungos aos ingredientes ativos dos agrotoxicos. Além
disso, a crescente preocupagdo com a preservacao dos recursos naturais, como a contaminac¢ao
da agua, alimentos, fauna e flora, bem como a degradagdo da biodiversidade e alteragdo da

microflora do solo, tem impulsionado a pesquisa nesse campo (O'Brien, 2017).
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O controle bioldgico ¢ uma técnica milenar que utiliza um ou mais agentes biologicos
para diminuir ou eliminar a densidade de pragas e patdogenos causadores de doencas. Essa
pratica tem suas origens no controle de pragas, remontando ao século III, quando os chineses
usavam formigas para combater pragas em suas plantagdes de citros (Gongalves et al., 1996).
No caso do controle bioldgico de doengas de plantas, trata-se do manejo de microrganismos
patogénicos por meio do uso de microrganismos ndo patogénicos ou antagonistas (Bettiol et
al., 2019).

De acordo com o estudo realizado por Cook et al. (1983), o controle bioldgico de
agentes invasores em plantas ocorre de duas maneiras: naturalmente, através da manipulagao
do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela introducdo em grande escala de um ou mais
organismos vivos.

O controle bioldgico pode ser classificado em diversas categorias, incluindo controle
natural, controle classico, controle artificial e controle aplicado (Medeiros et al., 2018).
Atualmente, hd uma grande quantidade de estudos que evidenciam a eficicia do controle
biologico, independentemente da abordagem utilizada (Bettiol ef al, 2019).

Embora haja poucos registros de produtos para controle de fungos a base de agentes
bidticos, pesquisas realizadas por Amorim et al. (2018) indicam que os biodefensivos sdo
produtos agricolas feitos a partir de organismos vivos ou de produtos derivados desses
organismos, destinados ao combate de pragas e doengas de plantas cultivadas. Para desenvolver
novos produtos baseados em agentes biologicos, € crucial a criagdo de cepas mais eficientes e
adaptadas as condi¢des ambientais em que serdo utilizados, o que requer um continuo processo
de caracterizagdo e selecdo de bioagentes (Carvalho et al., 2019).

Com a crescente demanda por alimentos livres de agrotoxicos e que promovem a
preservagdo ambiental, muitos produtores estao adotando praticas de producao organica (Meyer
et al., 2018), o que tem aumentado a busca por estudos que explorem o uso de agentes
biologicos a cada ano.

Os principais agentes de biocontrole utilizados no controle de doencas fitossanitarias
sdo fungos e bactérias, com destaque para o género Trichoderma (Amorim et al., 2018). No
Brasil, os biofungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), sdo baseados em Trichoderma harzianum, T. asperellum, T. stromaticum, T.
koningiopsis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus methylotrophicus e

Bacillus licheniformis (Agrofit, 2024).
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2.5 O GENERO Trichoderma, ASPECTOS GERAIS E SEU POTENCIAL COMO
AGENTE DE BIOCONTROLE.

2.5.1 Caracteristicas e aspectos gerais

O género Trichoderma possui varias espécies de fungos filamentosos. Esses
microrganismos pertencem ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e
familia Hypocreaceae (Mycobank, 2022). O género também ¢ conhecido por ter em seu grupo
uma vasta quantidade de espécies que se reproduzem de forma assexuada, predominando
principalmente solos de regides de clima temperado e tropical, sendo capazes de estabelecer
relagdes benéficas com as plantas presentes (Machado et al., 2012; Nieto-Jacobo et al., 2017).
As espécies do género Trichoderma sao conhecidas principalmente pela caracteristica de rapido
crescimento de suas coldnias, as quais apresentam tufos ou pustulas de coloracdo geralmente
esverdeadas, conidioforos ramificados e conidios formados nas extremidades de fialides. Os
conidios sdo globosos ou ovodides, possuem coloragdo verde, verde-amarelada ou hialina, com
tamanho aproximado de 2,0 x 4,0 um (Chaverri, et al., 2003).

Atualmente, mais de 250 espécies de Trichoderma sao conhecidas. A maioria dessas
espécies possuem distribuicdo restrita e s3o parasitas de fungos macroscopicos e
decompositores de madeira. Apenas algumas dezenas de espécies do género sdo, de fato,
oportunistas ambientais e colonizam diversos solos no planeta, sendo facilmente encontrados
associados a fragdo organica e a rizosfera das plantas (Druzhinina et al., 2011; Monte et al,

2019).

2.5.2 Morfologia do Trichoderma spp.

A maneira mais adequada de realizar a identificacdo do Trichoderma ¢ através de seus
caracteres morfoldgicos, por meio de analises genéticas. Apesar de ainda existir dificuldades e
controvérsias na definicdo segura das espécies presentes nesse género (Robbertse et al.,
2017).

Em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), as espécies de Trichoderma se
desenvolvem de forma rapida, apresentando no inicio do seu crescimento, uma superficie
translucida que, posteriormente, torna-se compacta, com a formagao de tufos. O micélio
inicialmente ¢ de coloragdo esbranquicada, que mais tarde adquire tonalidade esverdeada na
colonia, essa coloracao pode variar de acordo com o tipo de meio de cultura em que o

Trichoderma esta sendo cultivado (Bettiol; Morandi, 2005).
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Durante a fase assexuada, os conidioforos sdo formados a partir do micélio vegetativo,
apresentando um eixo central e ramifica¢des laterais, as quais terminam em espirais divergentes

de células conidiogénicas (fidlide), com formas alongadas ou de garrafa (Jaklitsch, 2011).

Figura 6 - A. Trichoderma azevedoi em meio BDA ; B. Hifas; C: Hifas e conidiéforos

liberando conidios; D: Conidios com formato globosos e ovoides.

Fonte: Silva; Zacaroni; Pereira et al., 2022.

Os conidios unicelulares podem assumir varias formas, como alongadas, ovais ou
esféricas, e sdo produzidos na ponta das fidlides, geralmente, apresentam cor verde, os
conidioforos, em sua maioria, estdo agrupados em pustulas e distribuidos pela coldnia.
(Jaklitsch, 2011).

A fase sexuada do género Trichoderma ainda € pouco conhecida, principalmente devido
a sua ocorréncia rara. Nos poucos exemplares em que essa fase ¢ observada, € possivel notar a
formacao de corpos de frutificacdo chamados peritécios. Esses peritécios sao formados em
estromas e podem apresentar coloracdo creme, amarelada, verde ou marrom. Dentro dos
peritécios, sdo produzidos ascos cilindricos contendo 8 ascdsporos bicelulares, que sdo
oblongos a elipsoides. Esses ascosporos se dividem em 16 esporos de coloracdo amarelada,
castanho-claro, verde ou amarelo-esverdeado (Chaverri; Samuels, 2003; Kuhls et al., 1997).

Estudos desenvolvidos atualmente comprovam a grande capacidade que o género
Trichoderma possui em controlar fungos fitopatogénicos que habitam os solos. Esse fato se
deve a capacidade do fungo em colonizar esclerodios, microesclerédios, esporos e
clamiddsporos, que, de maneira geral, sdo alvos dificeis de serem atingidos por fungicidas
sintéticos.Isto pode também estar relacionado a ocorréncia natural do fungo na maioria dos

solos agricultaveis (Alvarado-Marchena; Rivera-Médez, 2016; O’Brien, 2017).
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2.5.3 Mecanismos de acdo do Trichoderma spp.

As caracteristicas mais atrativas do género Trichoderma, que tém despertado o interesse
de pesquisadores, sdo seus diversos mecanismos de acdo contra fitopatdgenos, sem causar
danos as plantas (Machado et al., 2012). Conforme estudos realizados por Machado et al.
(2012), esses mecanismos incluem competi¢do por espaco e nutrientes, hiperparasitismo
através da producdo de enzimas liticas, indug¢do de resisténcia, promog¢do de crescimento e
antibiose, por meio da produgao de compostos secundarios.

Dentre todos os mecanismos citados acima, a competicdo ¢ o que mais se destaca em
eficiéncia para controle de doengas, devido a alta agressividade que diversas espécies do género
apresentam e o fato de varios organismos fitopatogénicos serem sensiveis a falta de alguns
nutrientes. O Trichoderma se multiplica rapidamente, colonizando a rizosfera, antes do
patogeno, utilizando os recursos disponiveis, tais como fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio,
ferro, dgua, luz, espago, entre outros (Benitez ef al., 2004, Machado et al., 2012).

Algumas espécies possuem a capacidade de produzir compostos bioativos e elicitores que
interagem com a rizosfera das plantas promovendo o crescimento, resisténcia sist€émica a
doencas ¢ a tolerancia a estresses abidticos, como a salinidade e o estresse hidrico (Abreu &

Pfenning, 2019).

2.5.4 Importancia do Trichoderma spp. na agricultura

Virias espécies do género Trichoderma possuem um grande interesse econdmico,
principalmente para produtores rurais, uma vez que, eles sdo utilizados como biofungicidas,
biofertilizantes, fitoestimulantes e como fonte de enzimas celuloliticas (Mukherjee et al.,
2013).

As espécies T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum ¢ T. virens t€ém recebido grande
destaque na utilizacdo como produtos para tratamento de sementes ou aplicadas em areas de
cultivo, visando o controle bioldgico de doengas de plantas e a promog¢ao do crescimento
vegetal. Essas espécies possuem uma ampla distribui¢do no solo e sdo capazes de estabelecer
interagdes benéficas com as raizes das plantas (Abreu & Pfenning, 2019).

No experimento conduzido por Zeng et al. (2012), mostram o potencial do 7. harzianum
no controle do mofo-branco na cultura da soja. Segundo dados apresentados no mesmo estudo,
obteve-se uma redugdo de 43,1% na severidade da doencga e 38,5% na produgado de esclerddios
de S. sclerotiorum. Estudos realizados por Carvalho et al. (2015) avaliaram a campo, a

eficiéncia de diversos isolados de Trichoderma para o manejo de S. sclerotiorum em duas safras
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de feijao, obtendo redug¢do no nimero médio de apotécios por metro quadrado de solo. Os
isolados mais eficazes foram capazes de reduzir de 46 a 62% a germinagdo dos apotécios.

Haddad et al. (2017) avaliaram in vitro a inibi¢ao da germinagdo de S. sclerotiorum, por
120 linhagens de Trichoderma spp., das quais 22 resultaram em 100% de inibi¢ao do patdégeno.
Além disso, nove linhagens mostraram a capacidade do fungo em proteger a soja durante a fase
de germinagdo e de crescimento das plantas. As melhores linhagens foram identificadas como
T. koningiopsis, T. asperelloides, T. atroviride e T. virens.

Atualmente, apenas algumas espécies do género Trichoderma estdo registradas e
comercializadas. Portanto, ¢ crucial que novos estudos e isolamentos sejam conduzidos para
identificar novos bioagentes. Isso possibilitaria a introdu¢do de novos produtos e formulagdes
no mercado, ampliando a oferta e estimulando a demanda por esses bioagentes (Bettiol ef al.,
2019).

Consequentemente, no ambiente, ele desempenha um papel crucial na reducao do uso de
agrotoxicos, evitando a contamina¢do do solo e da 4gua, melhorando a satde do solo ao
estimular a biodiversidade microbiana e contribuir para a decomposi¢do da matéria organica,
facilitando o ciclo de nutrientes (Hernandez et al., 2019). Para os produtores, o Trichoderma ¢
uma ferramenta valiosa que promove o crescimento das plantas ao estimular o desenvolvimento
das raizes e melhorar a absor¢do de nutrientes, o que aumenta a produtividade das lavouras
reduzindo os custos ao minimizar a necessidade de insumos quimicos e tratamentos para

doencas (Franchi, 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  OBTENCAO DOS FUNGOS

As pesquisas foram desenvolvidas no laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal de Santa Catarina - Campus de Curitibanos. Os fungos utilizados foram obtidos pela
micoteca do laboratorio, onde os antagonistas e os fitopatdgenos encontravam-se conservados
pelo método de Castellani, que consiste na preservacao de discos de micélios colonizados por

fungos em agua destilada estéril (Gongalves ef al., 2007).

3.1.1 Procedéncia dos fungos

O fungo S. rolfsii foi coletado e isolado do cultivo de tomate (Solanum lycopersicum)
da horta do Campus, enquanto o fungo S. sclerotiorum foi isolado a partir de esclerddios
coletados em cultivo de soja (Glycine max) por Graf Junior (2018) no municipio de
Brunépolis/SC, safra 2017/2018, sendo os mesmos isolados e mantidos por meio de
multiplicacdo seriada em meio BDA.

Os isolados de Trichoderma foram coletados em solos cultivados com soja, pastagens e
mata nativa no municipio de Brundpolis-SC, conforme relatado por Medrado (2019), e obtidos
utilizando o método de diluigdo seriada (Alfenas & Mafia, 2007).

Brunopolis ¢ um municipio localizado a 845 metros acima do nivel do mar, classificado
por Kdppen como Ctb, caracterizado como temperado constantemente iimido, com temperatura
média anual variando entre 15°C e 18°C, e frequentes ocorréncias de temperaturas negativas e
geadas. A regido possui invernos rigorosos € uma precipitacdo média anual de 1600 a 2400 mm
(Ciram; Epagri, 2024).

Dentre os isolados de Trichoderma obtidos por Medrado (2019), foram selecionados
oito (1A, 36A, 36B, 98A, 99A, 102B, 111B ¢ 112B) e um isolado do produto comercial
Trichodermil® da espécie Trichoderma harzianum (TCOM), fabricado pela empresa Koppert

para fins de comparagao.

3.1.2 Reativacio dos fungos

Para ativar os fungos, discos de micélio de 5 mm de diametro, conservados pelo método de
Castellani, foram colocados no centro de placas de Petri contendo aproximadamente 15-20 mL
de meio BDA (batata-dextrose-dgar) suplementado com antibidtico penicilina (1 pL de

antibidtico para cada 1 mL de meio). Em seguida, as placas foram lacradas e incubadas em uma



26

camara de crescimento (B.0.D.) com um fotoperiodo de 12 horas e a uma temperatura de 25°C.

Esse processo levou cerca de 7 dias para o Trichoderma e 5 dias para S. sclerotiorum € S. rolfsii,

tempo necessario para que as culturas atingissem tamanho suficiente para serem utilizadas nos

ensaios.

32

INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE S. sclerotiorum ¢ S. rolfsii APOS A

EXPOSICAO AOS COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS DE Trichoderma spp.

Apos areativacao dos fungos, para avaliar o potencial dos compostos organicos volateis,

utilizou-se a metodologia adaptada proposta por Denis & Webster (1971), na qual foram

dispostas duas bases de placas de Petri de 90 mm de diametro contendo meio BDA, juntamente

com antibiotico e nas mesmas repicado um disco (5 mm de diametro) da cultura dos patogenos

e do antagonista. As placas foram sobrepostas uma na outra formando uma atmosfera

compartilhada e unidas com filme pléstico. O tratamento testemunha foi composto somente

com meio BDA e antibiotico. Posteriormente as placas foram incubadas em B.O.D. com

fotoperiodo de 12h a 25°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado contendo 10

tratamento e 5 repeticdes de cada tratamento para cada um dos fungos, a parcela experimental

foi constituida por um conjunto de bases de placas de Petri.

Figura 7 - Diagrama representando a unidade experimental.

Fitopatogeno
Distancia entre as L Filme de parafina plastica
culturas: 28,6 mm [ ' plastico transparente
Antagonista

Fonte: Adaptado de Silva, 2020.

Para a andlise dos dados, apoés a coleta, o crescimento micelial dos fungos

fitopatogénicos foi avaliado usando o Indice de Velocidade do Crescimento Micelial (IVCM)

e a Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM).
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Para o calculo do IVCM (Férmula (1), foi utilizada a férmula proposta por Maguire

(1962) e adaptada por Oliveira (1992):

Z(yi+1—yi)
ke

(n-1)

IVCM = (1)

Ja a avaliagado da AACCM (Férmula (2) foi obtida através da equagdo proposta por
Campbell & Madden (1990).

AACCM =Y (yi+1+yi 2) - (ti+1 — ti) (2)

Para ambas as equagdes, yi ¢ yi+1 sdo os valores médios do didmetro da coldonia
observados em duas avaliagdes consecutivas; ti+1 € tj sdo os periodos das avaliagdes e ¢ o nimero
de avaliacdes. Tanto a AACCM quanto o IVCM, foram convertidos em porcentagem de
inibicdo e porcentagem de reducao do crescimento. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia no software R e 0 IVCM e AACM das coldnias de cada tratamento, quando
significativos, suas médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

As avaliagdes iniciaram 24 horas apos a vedagdo das placas contendo o patdégeno e
Trichoderma spp., € eram realizadas utilizando-se uma régua graduada, efetuando as medigdes
dos didmetros verticais e horizontais da colonia do fungo fitopatogénico. As medi¢des eram
executadas duas vezes ao dia e encerradas até que no tratamento testemunha cobrisse todo o

diametro da placa (em torno de 4-5 dias).

3.3 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE . sclerotiorum e S. rolfsii APOS A
EXPOSICAO AOS COMPOSTOS ORGANICOS NAO VOLATEIS DE Trichoderma spp.

Apos a reativagdo dos fungos, para avaliar o potencial dos compostos organicos nao

volateis os fungos antagonistas foram cultivados em meio BDA (Figura 8).

Figura 8 — Processo de Repicagem de Trichoderma spp. para obtengao dos conidios. Corte
dos discos de micélio de Trichoderma spp. (A); Apanhamento dos discos de micélio, com o
auxilio de uma alga (B); Flambagem da placa (C); Posicionamento do disco de micélio no

centro da placa de Petri (D).
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Fonte: Autora, 2024

Ap6s 10 dias, o micélio foi removido por raspagem utilizando uma alga de Drigalski e
10 ml de 4gua esterilizada (Figura 9). A seguir, a mistura de agua e micélio foi filtrada com o
auxilio de gaze estéril, e a solugdo resultante foi entregue para frascos, respeitando a propor¢ao
de 30% de micélio em 4gua. Posteriormente, foi acrescentada a mistura para meio BDA, que

foi entdo autoclavada

Figura 9 — Medida da quantidade de dgua para raspagem (10 ml) (A); Adi¢do da agua nas
placas de Trichoderma spp. (B); Raspagem do micélio de Trichoderma spp. com agua e o

auxilio da alca de Drigalski (C).
Z-- Lk '-.ﬂ

Fonte: Autora, 2024

Depois da autoclavagem (Figura 10), cada frasco contendo a mistura foi distribuido em

placas de Petri, em uma propor¢ao de 20 mL da mistura por placa. Apds a solidificagdo do meio
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contendo o filtrado de micélio de Trichoderma spp. um disco de micélio (com 5 mm de
didmetro), retirado de culturas dos fitopatdogenos, foi posicionado no centro de cada placa. No
tratamento controle, o meio consistia apenas de BDA. As placas foram vedadas e incubadas em

camara de BOD a 23 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

Figura 10 — Disposicao dos frascos contendo o filtrado de Trichoderma spp. (proporgao de

30%) mais meio BDA, apds a autoclavagem.
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Fonte: Autores, 2024

Com os dados obtidos referentes ao crescimento dos fungos, foram calculados a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e o Indice de Velocidade do Crescimento
Micelial, por meio das formulas 1 e 2, citadas no item 3.2.

As medi¢des do diametro dos discos foram realizadas diariamente e as avaliagdes
encerraram-se quando toda a superficie do meio, nas placas testemunhas, apresentaram-se
colonizadas pelos patogenos.

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento. Os dados
obtidos no teste foram submetidos a analise de variancia para verificacao da significancia e,
quando significativos, foi aplicado o teste de comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott,

a 5% de probabilidade, com auxilio do software R.

3.4  TESTE DE INIBICAO DA GERMINACAO MICELIOGENICA DE
ESCLERODIOS

Inicialmente foi necessario produzir os esclerédios que seriam utilizados no teste. Para

isso, foram repicados discos de micélio das colonias de S. rolfsii e S. sclerotiorum em 15 placas
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de Petri com BDA para cada fitopatogeno, em seguida as placas foram vedadas com filme
plastico e incubadas em camara de crescimento (BOD), em fotoperiodo de 12 horas, com
temperatura de 25°C por 10 dias, tempo suficiente para a producdo da quantidade necessaria de

esclerodios.

Figura 11 — Processo de repicagem dos fungos fitopatogénicos para produgdo de esclerddios.

Corte dos discos de micélio (A); Transferéncia do disco de micélio (B); Posicionamento do

disco de micélio em placas de Petri (C).

Fonte: Autora, 2024

Da mesma forma, foi realizada a repicagem de discos de micélio de Trichoderma em 5
placas de Petri (BDA) para cada isolado avaliado. Foram utilizados 9 isolados, totalizando 45
placas de Petri para cada fungo fitopatogénico. As placas foram vedadas e incubadas em BOD

em fotoperiodo de 12 horas, a 25°C por 10 dias.

Figura 12 - Exemplos de coldnias de Trichoderma spp. com dez dias de crescimento.
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Fonte: Autora, 2024.

Apb6s dez dias de incubacdo das coldnias de Trichoderma, foram transferidos seis
esclerodios para cada placa. No grupo de controle, os esclerodios foram depositados em placas
contendo apenas meio BDA. Em seguida, as placas foram vedadas novamente e incubadas por
7 e 20 dias para o S. rolfsii e 20 dias para S. sclerotiorum, em uma camara de crescimento
(BOD), mantida a 25°C e com um fotoperiodo de 12 horas. Durante esse periodo, foi observada

a presenga ou auséncia de micélio dos fitopatogénicos sobre as colonias de Trichoderma.

Figura 13 — Esquema da montagem do experimento. Limpeza dos esclerddios (A); Disposi¢ao
dos esclerddios nas placas de Trichoderma spp. (B), (C); Exemplo de unidade experimental

pronta (C).
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Fonte: Autora, 2024

Apo6s o tempo de incubagdo determinado para cada fungo fitopatogénico, foi feita a
retirada dos esclerddios e separados conforme suas respectivas colonias e submetidos ao teste
de Trifenil Cloreto de Tetrazdlio (TCT). A metodologia utilizada foi adaptada de Franga Neto
& Krzyzanowski (2018).

Os seis esclerodios de cada repeticao foram transferidos para frascos de vidro de
penicilina contendo 1 mL de 4gua e 1 mL de 4gua contendo o sal TCT dissolvido. Utilizou-se
uma solugado de 0,5% do sal de TCT, ¢ os esclerédios foram mantidos submersos por 48 horas
nessa solucao.

Apo6s 48 horas, os esclerodios foram lavados em agua, secos em papel filtro, e entdo
cortados ao meio para avaliagdo quanto a presenca da coloracao caracteristica. Os esclerodios
com coloracdo avermelhada foram considerados vidveis, enquanto aqueles com coloragdo

amarelada foram considerados ndo viaveis (Figura 14).

Figura 14 - Esclerédio viavel (coloragdo interna rosada a esquerda) e esclerodio nao viavel

(coloragao amarelada a direita), através da lupa.

Fonte: Autora, 2024
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O delineamento experimental adotado para cada teste foi o inteiramente casualizado,
com 10 tratamentos e 4 repeticdes, cada um contendo 6 esclerédios em cada placa. A
comparacao entre os diferentes isolados de Trichoderma e sua viabilidade (presengca ou

auséncia da colora¢do) foi realizada utilizando o teste Z com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE S. sclerotiorum e S. rolfsii APOS A
EXPOSICAO AOS COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS DE Trichoderma spp.

Os resultados dos testes de AACCM e IVCM para S. rolfsii estdo apresentados na
Tabela 1. Os isolados de Trichoderma mostraram diferentes respostas em relagdo a inibicao e
reducdo do crescimento do fungo, diferindo da Testemunha. De acordo com os resultados da
inibicdo do crescimento, os isolados 102B, 36B, 112B e 1A apresentaram reducao de 16%,
14%, 13% e 13%, respectivamente. Além dos tratamentos citados anteriormente, os isolados
111B, 99A e 36A também diferiram estatisticamente da Testemunha (Figura 15). Em relacao
a velocidade do crescimento, todos os isolados testados demonstraram um crescimento menor

em comparagdo com o grupo controle, diferenciando estatisticamente do mesmo.

Tabela 1 — Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (%) e redu¢do da velocidade de
crescimento (cm/dia) do fungo Sclerotium rolfsii ap6s a exposi¢cdo aos Compostos Organicos

Volateis de Trichoderma spp.

Tratamentos  Inibicdo do crescimento (%) Velocidade de crescimento
micelial (cm/dia)

102B 16a 1,01a
36B 14a 1,18a
112B 13a 1,09a
1A 13a 1,10a
111B 11a 1,49a
99A 9a 1,25a
36A 9a 1,26a
TCOM 5b 1,49a
98A 4b 1,40a
TEST 0b 2,59b
CV (%) 56,30 21,40

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variagao

Fonte: Autores, 2024.
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Estudos demonstram a capacidade das espécies de Trichoderma em produzir uma ampla
variedade de compostos organicos volateis, pertencentes a diversas classes quimicas, os quais
sdo capazes de inibir fitopatdgenos e promover o crescimento das plantas (Chen et al., 2016;
Kottb et al., 2015). Na pesquisa conduzida por Isaias et al. (2014), foram avaliados os
metabolitos volateis de isolados de Trichoderma CEN725 (T. harzianum), CEN776 (T.
koningiopsis) e CEN786 (T. asperellum). Foi constatado que houve uma inibi¢do superior a
60% do crescimento de S. rolfsii, e em relagdo a V. dahliae, o isolado CEN768 (7. koningiopsis)
inibiu completamente o crescimento, enquanto o isolado CEN698 (7. koningiopsis) alcangou
uma inibi¢ao em torno de 70%. Em outro estudo, Guimaraes ef al. (2016) avaliaram a agao de
metabolitos volateis e ndo volateis de cinco isolados de Trichoderma harzianum sobre o
crescimento de Cladosporium herbarum, € constataram que o isolado CEN288 apresentou a

melhor acdo antifingica, inibindo o crescimento do patégeno.

Figura 15 — Teste de inibi¢ao micelial de Sclerotium rolfsii (Placas sem identifica¢do) quando
submetido a exposi¢do de compostos organicos volateis de Trichoderma spp. (Isolados

identificados na imagem).

TESTEMUNHA

Fonte: Autora, 2024

Os resultados dos testes de AACCM e IVCM para S. sclerotiorum estdo apresentados

na Tabela 2. Os isolados ndo demonstraram uma porcentagem significativa de inibicdo em
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relagdo ao crescimento do fungo (Figura 16). Nota-se que os isolados que apresentaram alguma
taxa de controle no crescimento micelial do fungo foram o 102B, 99A e 36B, com uma

porcentagem de controle de, respectivamente, 3%, 2% e 2% de inibicao.

Tabela 2 — Porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial (%) e redu¢do da velocidade de
crescimento (cm/dia) do fungo Sclerotinia sclerotiorum apds a exposi¢ao aos Compostos

Orgéanicos Volateis de Trichoderma spp.

Tratamentos Inibi¢do do crescimento (%) Velocidade de crescimento micelial (cm/dia)

102B 3,33a 4,07a
99A 2,402 4,16a
36B 2,01a 4,17a
TEST 0a 4,37b
98A -1,33a 4,38b
1A 0,12a 4,55¢
36A 0,67a 4,57¢
TCOM 2,46a 4,63¢
112B 2,30a 4,65¢
111B 3,73a 4,70¢
CV (%) 2,82 3,57

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variagao.

Fonte: Autores, 2024.

Uma possivel explicagdo para a auséncia de controle pode ser encontrada em pesquisas
conduzidas por Benhamou & Chet (1996) que sugerem que, além do parasitismo direto, outros
mecanismos podem estar envolvidos na acao antagonista dos fungos do género Trichoderma.
Esses mecanismos incluem antibiose e competi¢do, os quais podem resultar em um certo
estresse no fungo fitopatogénico. Esse estresse pode, por sua vez, acelerar o desenvolvimento
do fungo fitopatogénico e favorecé-lo nas condigdes ambientais disponiveis.

Entretanto, apesar da producdo de compostos organicos volateis produzidas por isolados
de Trichoderma spp. ndo apresentaram resultado em inibir o S. sclerotiorum nesse estudo,
Marques et al. (2018) demonstraram que ¢ possivel retardar o avanco micelial de S.
sclerotiorum através dos metabolitos volateis produzidos por isolados de Trichoderma. Assim
como, na pesquisa realizada por Silva (2022) que obteve resultados positivos ao submeter o
fungo S. sclerotiorum em exposicdo aos compostos organicos volateis de linhagem de

Trichoderma, o mesmo identificado no entdo trabalho como CEN1241 foi o que mostrou
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maiores porcentagens inibitdrias com médias de 28,0, 35,8 e 35,2% nos trés ensaios conduzidos

pelo autor.

Figura 16 - Teste de inibicao micelial de Sclerotinia sclerotiorum (Placas sem identificacao)
quando submetido a exposi¢ao de compostos organicos volateis de Trichoderma spp.

(Isolados identificados na imagem)

TESTEMUNHA

Fonte: Autora, 2024

42  INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE S. sclerotiorum E S. rolfsii APOS A
EXPOSICAO AOS COMPOSTOS ORGANICOS NAO VOLATEIS DE Trichoderma spp.

Os resultados atingidos em relagdo aos testes de AACCM e IVCM para S. rolfsii podem
ser observados na Tabela 3. Os isolados de Trichoderma apresentaram diferentes respostas em
relagdo a inibicao e reducao do crescimento do fungo. De acordo com os resultados obtidos em
relacdo a inibi¢do do crescimento, os isolados TCOM e 36B, apresentaram redugdo de 48% e
41%, respectivamente, em relagdo a testemunha (Figura 17). Em relagdo a velocidade do
crescimento, todos os isolados testados com excecdo do 1A diferiram estatisticamente da

testemunha, apresentando controle significativo da velocidade de crescimento do fitopatdgeno.
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Tabela 3 — Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (%) e redu¢do da velocidade de
crescimento (cm/dia) do fungo Sclerotium rolfsii apds a exposi¢ao aos Compostos Organicos

Nao Volateis de Trichoderma spp.

Tratamentos Inibi¢do do crescimento (%) Velocidade de crescimento micelial (cm/dia)

TCOM 48a 1,03a
36B 41a 0,99a
99A 16b 1,29b
102B 16b 1,35b
111B 14b 1,42b
36A 11b 1,25b
112B 8¢ 1,34b

1A 6¢ 1,51c
98A 5¢ 1,36b

TEST Oc 1,68¢c

CV (%) 7,7 12,4

*Médias seguidas por letras iguais ndio diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variagao.

Fonte: Autora, 2024.

Através dos dados estatisticos obtidos, podemos observar que todos os isolados testados
apresentaram controle em relagao ao fungo S. rolfsii. No estudo realizado por Kushwaha et al.
(2018), foi avaliado o antagonismo de trés espécies do género Trichoderma contra o fungo
fitopatogénico S. rolfsii. A pesquisa teve como objetivo principal analisar o efeito de compostos
produzidos por espécies de Trichoderma no controle do patégeno, no experimento em questao,
foi utilizado o filtrado dos antagonistas para verificar a a¢do de compostos ndo volateis, que
atuam de forma direta sobre o desenvolvimento de S. rolfsii, os resultados obtidos indicaram
que, entre as espécies de Trichoderma estudadas, os compostos nao volateis produzidos por 7.
harzianum foram os mais eficazes na supressao do patdégeno, destacando-se como a espécie que
promoveu maior inibi¢do do crescimento de S. rolfsii. Segundo o relato feito pelo autor isso se
deve provavelmente a produgdo de metabolitos secundarios com forte agdo antifungica, o que

interfere diretamente nos mecanismos de crescimento e desenvolvimento do patdgeno.

Figura 17 — Teste de inibi¢ao micelial de Sclerotium rolfsii quando submetido a exposi¢ao de

compostos organicos ndo volateis de 7richoderma spp.
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TESTEMUNHA

Fonte: Autora, 2024

Ja em relagdo ao teste realizado com o S. sclerotiorum, os resultados de AACCM e
IVCM estao expostos na Tabela 4. Os isolados 111B, TCOM, 99A e 98A demonstraram um
controle significativo do fungo fitopatogénico, apresentando uma porcentagem de controle,
respectivamente, 83%, 70%, 66% e 51%. Ja para a velocidade de crescimento apenas os

isolados citados anteriormente diferiram estatisticamente da testemunha.

Tabela 4 — Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (%) e redu¢do da velocidade de
crescimento (cm/dia) do fungo Sclerotinia sclerotiorum apos a exposi¢ao aos Compostos

Organicos Nao Volateis de Trichoderma spp.

Tratamentos Inibicdo do crescimento (%) Velocidade de crescimento micelial (cm/dia)

111B 83a 0,64a
TCOM 70b 0,87a
99A 66b I,11a
98A 51c 1,67b
36B 22d 241c
36A Se 241c
1A de 2,47¢
112B le 2,54¢
TEST Oe 2,51¢
102B le 2,50¢
CV (%) 10,24 15,6

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). CV — Coeficiente de
variagao.

Fonte: Autores, 2024.
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Analisando os dados obtidos para o controle do fungo S.sclerotiorum observamos que
o tratamento com isolado 102B, o fungo fitopatogénico desenvolveu-se mais rapido que a
testemunha. No estudo elaborado por Chagas Junior et al, 2018 relataram que isolados de
Trichoderma spp. podem demonstrar maior ou menor capacidade de inibicdo no controle
micelial de fitopatogenos, isso dependera da atividade de defesa que exercem, da produgdo de
substancias inibitorias e também da estrutura fisica dos mesmos.

No estudo desenvolvido por Carvalho et al, 2019, foram verificadas redugdes no
crescimento micelial de S. sclerotiorum devido aos metabdlitos nao volateis de 7. harzianum,
nos quais os isolados CEN287 e CEN316 inibiram o crescimento do patogeno em 95% e 90%,
respectivamente, confirmando que vérias espécies de Trichoderma podem atuar efetivamente

como antagonistas no biocontrole do fungo S. sclerotiorum.

Figura 18 — Teste de inibigao micelial de Sclerotinia sclerotiorum quando submetido a

exposicao de compostos organicos volateis de Trichoderma spp.

Fonte: Autora, 2024

4.3 TESTE DE INIBICAO DA GERMINACAO MICELIOGENICA DE
ESCLERODIOS DE S. rolfsii e S. sclerotiorum

Ao analisar o teste de inibicdo da germinagdo, observa-se que apenas 7 dias ndo sao
suficientes para alcangar o controle da germinagdo micelial dos esclerddios de S. rolfsii. Exceto
pelo isolado identificado como 111B, que apresentou pequeno controle, porém insuficiente para

um controle significativo do fungo, como evidenciado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Porcentagem de inibi¢ao da viabilidade de esclerddios de Sclerotium rolfsii

tratados com isolados de 7richoderma coletados em Brundpolis — SC.

Tratamentos Inibicao da viabilidade (%) Inibicao da viabilidade (%)

(7 dias) (20 dias)

1A 0 100a

102B 0 100a
99A 0 60b
111B 2 50b
36B 0 40b
112B 0 Oc
98A 0 Oc
36A 0 Oc
TCOM 0 Oc
TEST 0 Oc

Fonte: Autora, 2024.

Por outro lado, apds 20 dias de incubagao, dois isolados demonstraram um potencial de
inibicdo de 100% do fungo, sendo eles os identificados como 1A e 102B. Além disso, os
isolados 99A, 111B e 36B também apresentaram resultados satisfatérios no controle, com
porcentagens de inibi¢do de, respectivamente, 60%, 50% e 40%. Entretanto, os demais isolados
nao demonstraram nenhum controle efetivo (Tabela 5).

Os resultados indicam que, embora os isolados 1A e 102B tenham apresentado
resultados satisfatorios aos 20 dias, eles ndo demonstraram eficicia apenas apos 7 dias,
sugerindo que os mecanismos de agdo presentes nos fungos antagonistas necessitam de mais
tempo para afetar a viabilidade dos esclerddios do fungo fitopatogénico. Além disso, mesmo o
isolado 111B mostrando algum controle apods 7 dias, o mesmo precisa de mais tempo para que
seus mecanismos de agdo atuem de forma significativa no controle do S. rolfsii. Essas

observagdes sao consistentes com os dados apresentados nas Figuras 19 e 20.

Figura 19 — Esclerodios de Sclerotium rolfsii sobre Trichoderma spp. apds 7 dias de

incubacao.
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Fonte: Autora, 2024

Figura 20 — Esclerddios de Sclerotium rolfsii sobre Trichoderma spp. apés 20 dias de

incubacao.
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WIESTEMUNHA

Fonte: Autora, 2024

Em estudos conduzidos por Morandi et al. (2006), foi investigada a capacidade de
controle de 20 isolados diferentes de Trichoderma em inibir a germinagdo e parasitar os
esclerodios de S. sclerotiorum. Nesse teste, os esclerédios foram enterrados no solo e os
isolados de Trichoderma spp. foram aplicados em uma concentragdo de 107 conidios/mL. Os
resultados obtidos pelos autores revelaram que 6 isolados foram eficazes tanto na inibi¢ao da
germinagdo quanto no parasitismo dos esclerodios. Além disso, alguns isolados mostraram
eficacia na inibi¢ao da germinacdo, porém nao tiveram efeito sobre o parasitismo das estruturas
de resisténcia do fungo, sugerindo a ocorréncia de antibiose como o principal mecanismo de
acao desses isolados.

Ja para o ensaio de andlise de inibicdo da germinacao de esclerodios de Sclerotinia

sclerotiorum ocorreu até o vigésimo dia ap6s a instalacdo do experimento. Com os resultados
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encontrados na Tabela 6, podemos verificar que neste tempo os isolados 1A, 102B ¢ TCOM

obtiveram 9%, 5% e 5%, respectivamente (Figura 21).

Tabela 6 — Porcentagem de inibicdo da viabilidade de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum

tratados com diferentes isolados de Trichoderma coletados em Brunopolis — SC.

Tratamentos Inibicao da viabilidade (%) (20 dias)

1A 9a
102B 5a
TCOM 5a
111B 0Ob
36B 0b
112B Ob
98A Ob
36A Ob
99A Ob
TEST Ob

Fonte: Autora, 2024.

Nos ensaios conduzidos por Vargas (2022) com os mesmos isolados de Trichoderma
testados neste experimento € na inibi¢ao de S. sclerotiorum, nao houve controle observado aos
15 dias. No entanto, aos 40 dias, os isolados 1A, 102B ¢ TCOM inibiram 90%, 77% e 30%,
respectivamente. Isso sugere que esses isolados comegam a exercer controle a partir de 20 dias
e podem alcangar 100% de inibi¢do apos mais de 40 dias.

Milan (2015), testou o efeito de regimes de luz na produgdo de conidios de T.
harzianum e na efetividade destes em inibir a germinacdo miceliogénica de esclerddios de S.
sclerotiorum. O isolado identificado trabalho como CEN287 inibiu a germina¢ao miceliogénica
de 80% dos esclerddios avaliados. Tal efetividade ndo se alterou quanto ao regime de luz

empregado para a obtencao dos conidios de 7. harzianum.

Figura 21 — Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum sobre Trichoderma spp. ap6s 20 dias de

incubacao.



Fonte: Autora, 2024
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5 CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma spp. do presente estudo demonstraram diferentes resultados
em relagdo aos testes realizados no controle dos fungos fitopatogénicos Sclerotinia
sclerotiorum e Sclerotium rolfsii. Para o teste de inibi¢do do crescimento micelial apos a
exposicdo aos compostos organicos volateis todos os isolados testados demonstraram
resultados satisfatorios no controle do fungo S. rolfsii, porém, os isolados 98A, 1A, 36A,
TCOM, 112B e 111B para o fungo S. sclerotiorum nao demonstraram controle. Destaque para
o isolado 102B que se evidenciou no controle de ambos os fitopatdgenos.

Jé para o teste com os compostos organicos ndo volateis, com excecdo do isolado 102B
para o fitopatogénico S. sclerotiorum, ambos os testes apresentaram resultados satisfatorios na
acdo dos isolados de Trichoderma spp. na inibi¢cdo do crescimento micelial dos fungos S.
sclerotiorum e S. rolfsii. Observamos também que o isolado comercial, identificado como
TCOM, destacou-se no controle dos dois fungos fitopatogénicos e o isolado 111B aproximou-
se da inibi¢do por completo do fungo S. sclerotiorum, tendo uma porcentagem de controle de
80%.

Quanto a reducao da viabilidade dos esclerdédios de ambos os fungos fitopatogénicos os
isolados 1A e 102B demonstraram eficiéncia no controle de S. sclerotiorum e S. rolfsii, ficando
a frente do produto comercial (TCOM), demonstrando a alta eficiéncia de controle quando
utilizamos de fungos locais.

Quando comparamos os testes feitos com os Compostos Organicos Volateis e Nao
Volateis das espécies de Trichoderma coletadas na regido de Brunopolis - SC, observamos que
os testes feitos com os Compostos Organicos Nao Volateis tiveram melhores resultados. Ja
quando comparamos os trés experimentos de maneira geral, o experimento sobre a Germinagao
Miceliogénica dos Esclerodios se torna um uma melhor opgdo para testes a campo.

Vale ressaltar que os testes realizados no presente estudos foram feitos apenas em laboratdrio,
com ambiente inteiramente controlado e que estes devem ser testados a campo também para

comprovagao dos isolados como agentes antagonistas.
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