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RESUMO

BROETTO, LALINE. Mestrado em Agronomia. Universidade Estadual do Oeste do Parana,
marc¢o de 2013. Antagonismo a Macrophomina phaseolina e promogéao do crescimento em
feijoeiro mediados por Trichoderma spp. Orientador: Dr. Odair José Kuhn.

Podridao de carvdao causada por Macrophomina phaseolina € uma doenca que ocorre em
muitas espécies de plantas e, além de ndo ser controlada economicamente por fungicidas,
nenhuma resisténcia genética foi encontrada. Por outro lado, existe uma crescente
conscientizacdo no manejo correto do uso de defensivos agricolas ou na busca por novas
tecnologias de manejo de doencas de plantas ambientalmente mais seguros. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo selecionar isolados de Trichoderma sp. para controle biolégico de
M. phaseolina e avaliar seus mecanismos de antagonismo, bem como, seu efeito como
promotor de crescimento do feijoeiro. Foram utilizados dezessete isolados de Trichoderma
sp., em dois testes in vitro: confronto direto com o patégeno e producdo de compostos
volateis. Apds os testes in vitro, seis isolados que apresentaram maior agressividade ao
patdgeno foram selecionados e testados in vivo quanto a eficiéncia no controle de M.
phaseolina e capacidade de promocao do crescimento do feijoeiro. Os isolados TI1, TM3,
TM4, TLB2, TLB3, TLB9, TLB15 e TLB17 apresentaram antagonismo contra M. phaseolina
no confronto direto, sendo que os isolados TM2, TLB2, TLB12, TLB15 e TLB17 reduziram o
crescimento micelial do patdgeno no teste dos compostos volateis. Em relacdo aos
microesclerédios do patdgeno, todos os isolados foram capazes de reduzir sua producéo. Os
isolados TI1, TM3, TLB3, TLB12 e TLB17 foram bons promotores de crescimento do
feijoeiro, e os isolados TI1, TM3, TLB2, TLB3, TLB12 e TLB17 aumentaram a producao de
grdos por planta, com destaque para o isolado TLB12. Em relacdo a protecdo do feijoeiro
contra M. phaseolina, os isolados TLB2, TLB3, TLB12 e TLB17 foram eficientes. Fungos do
género Trichoderma apresentam eficiéncia no controle de M. phaseolina e estimulam o
crescimento e aumento da producéo do feijoeiro.

Palavras-chave: controle biol6gico, manejo agroecoldgico, antagonismo, podriddo carvao,
Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

BROETTO, LALINE. Master Course in Agronomy. Western Parana State University, 2012,
March. Antagonism to Macrophomina phaseolina and growth promotion in common
bean mediated by Trichoderma spp. Adviser: Dr. Odair José Kuhn.

Charcoal rot caused by Macrophomina phaseolina is a disease that occurs in a large number
of plant species and besides not being economically controlled by fungicides, no genetic
resistance has been found. On the other hand, there is a growing awareness of the proper
handling of pesticides or of the search for new and environmentally safer technologies for
handling of plant diseases. Therefore this study aimed to select isolates of Trichoderma sp. for
biological control of M. phaseolina and to evaluate their mechanisms of antagonism, as well
as its effect as growth promoter of common bean. Seventeen isolates of Trichoderma sp. were
used, in two in vitro tests: direct confrontation with the pathogen and production of volatile
compounds. After the in vitro tests, six isolates that showed increased aggressiveness to the
pathogen were selected and tested in vivo for effectiveness in controlling M. phaseolina and
capacity of promoting common bean growth. The isolates TI1, TM3, TM4, TLB2, TLB3,
TLB9, TLB15 and TLB17 showed antagonism against M. phaseolina in direct confrontation,
and the isolates TM2, TLB2, TLB12, TLB15 and TLB17 reduced the mycelial growth of the
pathogen in the volatile compounds test. Regarding microsclerotia of the pathogen, all the
isolates were capable of reducing their production. The isolates TI1, TM3, TLB3, TLB12 and
TLB17 were good growth promoters of common bean and the isolates TI1, TM3, TLB2,
TLB3, TLB12 and TLB17 increased production per plant, especially the isolate TLB12.
Regarding the protection of common bean against M. phaseolina, the isolates TLB2, TLB3,
TLB12 and TLB17 were efficient. Fungi of the genus Trichoderma show effectiveness in
controlling M. phaseolina and stimulate growth and increase the production of common bean.

Keywords: biological control, agroecological handling, antagonismo, charcoal rot, Phaseolus
vulgaris.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo de se aumentar cada vez mais a producdo de alimentos, devido ao
crescimento populacional, resultou no uso indiscriminado do controle quimico para se tentar
reduzir a0 maximo os danos que proporcionam redugdo na producdo das culturas e
contribuem para a escassez de alimentos (CARVALHO; WANDERLEY; OLIVEIRA, 2010).

Em contrapartida, a crescente conscientizacdo dos problemas causados no ambiente
pelos produtos quimicos tem impulsionado a busca por tecnologias e o desenvolvimento de
métodos alternativos considerados ambientalmente mais seguros para o controle de doencas
de plantas (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008).

Segundo Lourencgo (2009), a busca de um modelo de agricultura mais sustentavel é de
extrema importancia para o Brasil, pois 0 agronegocio contribui positivamente para as contas
externas do pais, sendo considerado o setor mais importante da nossa economia. Logo deve
ser conduzido sob padrdes de sustentabilidade, para manutencao e preservagédo dessa riqueza.

Uma das culturas que ocupa lugar de destaque na agricultura brasileira é o feijdo. O
Brasil € o maior produtor mundial, com producdo média anual de 3,5 milhGes de toneladas
(IBGE, 2012). Porém, a cultura do feijdo estd sujeito a um grande nimero de doencas
causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus (BIANCHINI; MARINGONI,
CARNEIRO, 2005).

Uma doenca importante em regides de temperaturas altas é a Podriddo Cinzenta do
Caule, causada pelo fungo Macrohophomina phaseolina (SMITH; WYLLIE, 1999). Esta
doenca ndo é controlada economicamente por fungicidas e nenhuma fonte de resisténcia
genética foi encontrada, devido ao nimero de espécies de plantas hospedeiras do patdgeno.
Além disso, a rotacdo de culturas nem sempre é possivel de ser utilizada para o manejo desta
doenca (ALMEIDA et al., 2003a; ALMEIDA et al., 2003b).

Um agente bioldgico que tem sido catalogado como excelente no controle de fungos
causadores de doencas em diferentes espécies de plantas é o fungo Trichoderma sp. habitante
natural de solos de clima tropical e temperado (ARGUMEDO-DELIRA et al., 2009). O
género Trichoderma pode agir como promotor de crescimento em plantas e atuar de forma
antagobnica sobre outros fungos (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

E importante se estabelecer e testar inicialmente in vitro colegbes de culturas de
Trichoderma sp., pois eficientes antagonistas estao dispersos por diferentes regiées do pais. A

formacdo de colegBes de culturas é de suma importancia pela possibilidade de se
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disponibilizar esses organismos para estudos e testes pela comunidade cientifica (LOUZADA
et al., 2009).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo selecionar isolados de Trichoderma sp.
para controle bioldgico de Macrophomina phaseolina e avaliar seus mecanismos de

antagonismo, bem como, seu efeito como promotor de crescimento do feijoeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia das Desordens Fitossanitarias

A produtividade das culturas pode ser reduzida pela acdo de plantas daninhas, doencas
e pragas (CARVALHO; FERREIRA; BLUM, 2006). Segundo Agrios (2005), esses
problemas s&o responsaveis por destruir entre 31 e 42% de todas as culturas produzidas no
mundo, e em média 14,1% sdo causadas por doencas.

A constante necessidade de se controlar as doencas que ocorrem em plantas
exploradas economicamente tem ocasionado graves desequilibrios ambientais, devido
principalmente ao uso indiscriminado de defensivos quimicos, que resultam muitas vezes na
contaminacdo de alimentos, animais e lencois freaticos, reduzindo a qualidade e a expectativa
de vida da populacdo (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

No Brasil, a questdo do uso dos defensivos agricolas é preocupante, pois segundo
Spadotto et al. (2004), no periodo entre 1964 e 2004, o consumo de agrotdxicos no Pais
aumentou 700%, sendo que nos ultimos trés anos o Brasil vem ocupando o lugar de maior
consumidor de agrotoxicos no mundo, consumindo em média um bilhdo de litros de
agrotoxicos por ano (ABRASCO, 2012).

Em contrapartida, a atividade produtiva em todo o mundo tem se tornado cada vez
mais regulada por normas ambientais que visam atenuar os impactos da acdo do homem sobre
o planeta (ANTUNES; FERMAM, 2008).

2.2 Agronegocio Brasileiro

Como em muitos outros paises, no Brasil os transtornos da agricultura ao meio
ambiente, levaram ao repensar do modelo produtivo agricola, sendo assim lancado o desafio:
a busca de um modelo de agricultura para o Brasil, que fosse mais adequado as nossas
tradicGes e caracteristicas socio-econdmicas, bem como ao ambiente tropical e sub-tropical do
nosso pais (PASCHOAL, 1994). Faz-se necessario estabelecer alternativas para a agricultura
convencional que sejam menos agressivas a0 meio ambiente, e que possam se sustentar ao
longo do tempo, contribuindo para o desenvolvimento rural sustentavel (CAPORAL;
COSTABEBER, 2004).
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Segundo Cruz et al. (2010), no Brasil a agricultura passa por um processo continuo de
modernizagédo, e se por um lado essa modernizagdo gera crescimento econémico por outro
tem riscos potencias ao ambiente e a saide humana. Entre esses riscos, destacam-se os efeitos
prejudiciais associados ao uso exacerbado de agrotoxicos.

Em 2011, segundo IBGE (2012), a agropecudria apresentou crescimento de 3,9%
devido principalmente ao aumento de producdo de varias culturas importantes e aos ganhos de
produtividade influenciada pelas condigdes climaticas favoraveis, o que contribuiu para que
cerca de 25% do PIB nacional do ano de 2012 fosse proveniente da agropecuaria (CEPEA,
2012).

Um estado que contribui expressivamente para a agricultura do Pais é o Parand, que
possui a quinta maior economia do pais, respondendo atualmente por 5,84% do PIB nacional
(IPARDES, 2012). O estado lidera a producdo nacional de gréos, representado cerca de 20%
da producdo nacional. A érea plantada no estado é de aproximadamente 8,76 milhGes de
hectares e as culturas de destaque sdo: soja, milho, trigo e feijdo (CONAB, 2010).

Uma das regides do Estado do Parana que participa significativamente da producéo de
grdos do estado é a Regido Oeste, constituida por 45 municipios, que tem como base
produtiva o setor primario, com predominio das atividades agricolas. A agricultura regional é
diversificada, principalmente porque a area rural é formada por pequenos produtores (AMOP,
2000).

2.3 A Cultura do Feijao Comum

2.3.1 Classificagéo botanica

Segundo a classificacdo de Cronquist (1988) o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é
uma planta que pertence a subclasse Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae. A espécie
P. vulgaris é amplamente distribuida no mundo todo, e além de cultivada nos trépicos

também se desenvolve em zonas temperadas dos hemisférios Norte e Sul.
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2.3.2 Importéncia da cultura

No Brasil, o feijdo comum juntamente com o arroz compdem a base da alimentacédo da
populacéo e destaca-se por ser a principal leguminosa fornecedora de proteinas. Além disso,
possui fibra alimentar, carboidratos complexos, polifendis e vitaminas do complexo B
(SILVA; ROCHA; BRAZACA, 2009), caracterizando-se como um alimento de alta
qualidade, o qual é consumido por todas as classes sociais desse pais.

Impulsionado pelo grande consumo, o Brasil € o maior produtor mundial de feijéo,
seguido pela india, China e México. No ano de 2012, no pais a producdo total foi de
3.505.754 toneladas e a area total plantada foi de 3.592.773 ha, movimentando na economia
brasileira mais de 8 bilhdes de reais, considerando-se o valor medio da saca em 2012 de R$
150,00 (IBGE, 2012).

2.3.3 Doencas na cultura do feijdo comum

Um dos principais fatores responsaveis pela baixa produtividade da cultura do
feijoeiro é a ocorréncia de doencas, que além de limitar a produgdo reduzem a qualidade
fisiolOgica, sanitaria, nutricional e comercial do produto. Os prejuizos causados pelas doencas
variam de acordo com a regido, a época e o sistema de plantio, a variedade, a qualidade das
sementes e as condic¢des climaticas (ROSOLEM; MARUBAYASHI, 1994).

Didaticamente as doencas da cultura do feijdo podem ser divididas em dois grupos
distintos: doencas da parte aérea (foliares, haste, vagens e sementes) e doencas radiculares.
Para as doencas radiculares os principais organismos que podem interferir na producdo sdo 0s
fungos que ocorrem em todos os tipos de sistemas agricolas e causam doencas nas principais
espécies cultivadas, com uma variada gama de sintomas. Muitos fungos habitantes do solo
possuem elevada capacidade de competicdo saprofitica e ainda podem produzir estruturas que
resistem as condicdes ambientais adversas, como os esclerddios, o6sporos, clamiddsporos ou
outros tipos de esporos. Dentre os fungos habitantes do solo, podemos destacar os mais
importantes: Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Pythium spp., Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Macrophomina phaseolina (MICHEREFF et al.,
2005).

Para prevenir e mitigar a incidéncia de doengas, 0 modo mais eficaz e econémico,

seria priorizar o uso de cultivares resistentes, porém, para a maioria das doengas isso ndo €
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possivel. Em geral, as doencas radiculares sdo consideradas de dificil controle, pois métodos
como a esterilizacdo do solo tém o uso limitado a pequenas areas. A melhor medida de
controle ecologicamente sustentavel € a rotacdo de culturas, porém para fungos que formam
estruturas de resisténcia e possuem varios hospedeiros alternativos esta pratica na maioria das
vezes ¢ ineficiente (TOLEDO-SOUZA et al., 2009).

2.3.3.1 Podridao de carvao — Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina é o agente causal da podriddo de carvdo, doenca
importante em areas de cultivo do Brasil que estd diretamente relacionada com manejo
inadequado do solo e deficiéncia hidrica (YORINORI; HOFFMANN; UTIAMADA, 2002). O
fungo M. phaseolina pertence ao Filo Ascomycota e classe Ascomycetes. Forma picnidios
escuros, ndo estrométicos, medindo 120 a 150 micra de didmetro, sendo seus conidios
elipticos, hialinos, alongados, unicelulares, com membrana espessa (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

O fungo M. phaseolina é um habitante natural do solo que provoca podriddo radicular.
O pat6geno pode infectar as raizes de mais de 500 espécies de plantas durante o tempo quente
e seco, incluindo vérias culturas economicamente importantes (SREEDEVI; DEVI, 2012;
KAUR et al., 2012). O desenvolvimento da doenca é favorecido por altas temperaturas (30 —
35 °C) e déficit hidrico (LODHA, 1998). O patogeno ataca a planta durante todas as fases da
cultura muitas vezes causando debilitacdo progressiva, podendo reduzir a produtividade e a
qualidade das sementes (SMITH; WYLLIE, 1999).

Os sintomas iniciam-se com lesdes irregulares na haste da planta, ligeiramente
deprimidas e escuras que posteriormente adquirem coloracdo cinza, que correspondem as
estruturas do fungo (microesclerddios). Os microesclerddios podem aparecer tanto nos tecidos
vasculares quanto na haste. A parte aérea das plantas infectadas, além de apresentarem folhas
de tamanhos menores do que o normal apresentam clorose, murcha e morte dos ramos ou de
toda a planta. Apds a morte da planta, inGmeros microesclerédios podem ser observados
quando o tecido epidérmico é descascado (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012). Os
microesclerodios podem sobreviver no solo ou em restos de cultura por mais de dois anos
(SMITH; WYLLIE, 1999).

O patégeno pode ser disseminado pelo uso de sementes contendo estruturas de

sobrevivéncia do fungo, os microesclerddios. A presenca do fungo nas sementes resulta na
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ocorréncia de damping-off de pré-emergéncia, reduzindo o stand de germinacdo (MENEZES
etal., 2004).

As medidas de controle para essa doenca devem ser adotadas antes da instalacdo da
lavoura, pois a doenca nédo é controlada economicamente por fungicidas, e devido ao grande
namero de espécies hospedeiras 0 método econémico e ambientalmente recomendando, que
seria 0 plantio de cultivares resistentes, requer o desenvolvimento de fontes de resisténcia e
informacdes sobre a agressividade ou viruléncia do patogeno, sendo que relativamente pouco
se sabe sobre a variabilidade do patégeno. Entretanto, a manutencdo de umidade, favorecida
pelo sistema de semeadura direta, parece reduzir o progresso da doenca, favorecendo o
controle do fungo (PRASAD; NAVANEETHA; RAO, 2011; BRESSANO et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2003a).

2.4 Controle Alternativo de Doencas

As atuais estratégias de controle de patdgenos habitantes do solo, tais como tratamento
quimico de sementes, resisténcia genética e rotacdo de culturas, apresentam uma reducdo do
inéculo do fitopatdgeno, porém apresentam baixa eficiéncia (TOMAZELI; SANTOS;
MORALES, 2011). Associado a grande conscientizacdo dos problemas causados no ambiente
pelo uso de produtos quimicos, diversas pesquisas vem testando produtos alternativos que
visem reduzir os problemas fitossanitarios (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA,
2008).

Uma forma de controle alternativo de doenca é o controle biolégico, que segundo
Blum (2007), é a reducdo da quantidade e da viabilidade do inéculo de um organismo
patogénico ou de atividades determinante da doenca provocada por um fitopatégeno, induzida
por um ou mais organismos antagonistas ou estimuladores de resisténcia na planta. Um dos
mecanismos envolvidos no controle biol6gico de doencas de plantas é o antagonismo, que €é
um tipo de interacdo onde h& oposicdo imposta por um organismo (antagonista) a outro
(patégeno).

Mecanismos de controle biologico baseiam-se em relagbes antagonicas tais como:
competicdo, predagdo, amensalismo, parasitismo, resisténcia induzida ou pela producdo de
metabolitos (SAITO et al., 2009). Segundo Grigoletti Jr., Santos e Auer (2000), o parasitismo

parece ser 0 mecanismo mais eficiente de antagonismo no controle bioldgico, pois tanto o
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antagonista quanto o patdégeno dependem dos seus hospedeiros para sobreviver e estdo
sujeitos as mesmas varia¢oes ambientais.

O controle de doencas através da resisténcia foi provavelmente o primeiro método
usado para o combate a fitopatdgenos, mas somente hd pouco tempo comecou a ser
investigado de forma mais direcionada para uma aplicagdo prética, visando aumentar a
produtividade de culturas pelo controle de enfermidades de plantas (ROMEIRO, 2008).

Segundo Stadnik (2000), a resisténcia induzida consiste no aumento do nivel de
resisténcia por meio da utilizacdo de agente externos, denominados indutores, sem qualquer
alteracdo do genoma da planta, ocorrendo de maneira ndo-especifica, por meio da ativacdo de
genes que codificam para diversas respostas de defesa, tais como proteinas relacionas a
patogénese; enzimas envolvidas na rota de sintese de fitoalexinas e espécies ativas de
oxigénio; acumulo de lignina em tecidos circunvizinhos ao local de penetracdo do
microrganismo, entre outras.

Agente indutor é qualquer composto ou fator capaz de ativar mecanismos de defesa da
planta, e eliciador é a molécula presente em um indutor responsavel pela ativacdo desses
mecanismos. Atualmente, eliciadores podem ser classificados quanto a origem, em bidticos
ou abidticos (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Um consideravel avanco na inducédo de resisténcia com o uso de eliciadores de origem
abioticos foi observado apds o desenvolvimento do éster-S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico (Acibenzolar-S-Metil®, ASM). Produtos como Bion, Messenger,
Oryzemate, Elexa e Oxycom sdo alguns representantes de uma nova geracao de defensivos
agricolas, empregados em um programa racional e eficiente de manejo de doencas de plantas
(SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

Outra forma potencial de controle alternativo de doencas em plantas cultivadas seria o
uso de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou Gleo essencial de plantas
medicinais. Trabalhos desenvolvidos com esses compostos tem indicado o potencial para o
controle de fitopatégenos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005).

A inducdo de resisténcia por meio do uso de agentes bioticos tem sido relatada em
diversas espécies vegetais. Indutores bidticos sdo organismos vivos ou partes destes capazes
de ativar respostas de defesa localizadas ou de maneira sistémica em plantas (DI PIERO;
GARCIA JUNIOR; TONUCCI, 2005).

Um indutor bidtico que tem sido largamente utilizado como antagonista eficaz no
controle de inumeros fungos fitopatogénicos é o Trichoderma sp. Varias espécies desse fungo

que vive em solos saprofiticamente ou parasitando outros fungos tém sido utilizadas tanto
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para controle de patogenos radiculares, como, Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Armillaria
spp., como da parte aérea, como, Venturia spp. e Botrytis spp., entre outros (GRIGOLETTI
JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

Segundo Romeiro (2008), o processo de indugdo dos sistemas de defesa da planta
ocorre quando um agente indutor proporciona a ativacdo de mecanismos de defesa, nas

plantas expostas, ndo apenas no local de indug¢do, mas também em outros locais distantes.

2.4.1 O Género Trichoderma

Pertencente ao filo Ascomycota, Ordem Hypocreales (RESENDE et al., 2004) o
género Trichoderma é composto por fungos naturais de solos de clima temperado e tropical
qgue podem viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos, controlando-os por varios
mecanismos. A colonizagdo radicular por Trichoderma sp. frequentemente melhora o
crescimento e desenvolvimento das raizes, a produtividade das culturas e a absorcdo e
utilizacdo de nutrientes (HARMAN et al., 2004). Esse potencial de interferéncia no
crescimento de vegetais consiste principalmente na producdo de metabdlitos secundarios e na
capacidade do género em ser competitivo na rizosfera (ETHUR et al., 2005).

Os fungos do género Trichoderma s@o capazes de competir por nutrientes e espacos
com outros microrganismos, sendo importantes para as plantas por contribuir no controle de
fitopatdgenos e por possuirem propriedades micoparasiticas e antibidticas, sendo que algumas
espécies tém sido catalogadas como excelentes agentes de controle biologico de fungos
causadores de doencas em diferentes espécies de plantas (ARGUMEDO-DELIRA et al.,
2009).

Estes fungos estdo presentes em solos agricolas em todas as latitudes e podem ser
facilmente cultivados in vitro apresentando uma esporulacdo de tom esverdeado
(BROTMAN; KAPUGANTI; VITERBO, 2010). Segundo Martins-Corder e Melo (1998), os
mecanismos do Trichoderma sp. no controle dos patégenos pode ocorrer simultaneamente ao
longo do seu processo de vida os quais se sobrepdem e prejudicam o desenvolvimento dos
competidores.

As diversas espécies de Trichoderma podem atuar de diferentes maneiras. Como bio-
agente de controle podem crescer mais rapido que o patdgeno e usar sua fonte de alimento.
Podem liberar produtos que retardam o desenvolvimento ou causam a morte do patégeno,

sendo esse processo chamado de antibiose. Podem induzir mecanismos de resisténcia em
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plantas ou ainda atuar se alimentando diretamente do patdégeno, ou seja, controlando-o por
parasitismo (MONTE, 2001).

Silva et al. (2008) relataram que isolados de Trichoderma sp. foram capazes de inibir
in vitro o crescimento micelial do fungo Phytophthora citrophthora causador da gomose,
importante doencga do citros. Esse resultado corrobora com os apresentados por Hoitink et al.
(2005), que relataram que diferentes espécies de Trichoderma foram capazes de reduzir a
incidéncia de Phytophthora dieback sob pressées muito elevadas da doenca.

Segundo Bonfim et al. (2010), a acdo antagbnica do género Trichoderma sp. é
resultado da producdo de protease e cisteina, enzimas que inativam a capacidade enzimética
de diversos fitopatdgenos. Segundo Menezes et al. (2004), os fungos do género Trichoderma

podem ser usados no controle de M. phaseolina em feijao, como antagonista.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Crescimento Micelial e Producdo de Microesclerodios de Macrophomina phaseolina

Confrontado com Diferentes Isolados de Trichoderma sp.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do
Oeste do Parana, campus de Marechal Candido Rondon — PR.

O isolamento do fungo Macrophomina phaseolina foi realizado a partir de tecidos
doentes de uma planta de soja, sendo utilizado para cultivo o meio batata-dextrose-agar
(BDA). As placas de Petri com BDA e o patdégeno foram mantidas a 25 °C com fotoperiodo
de 12 h (ALFENAS et al., 2007).

Para isolamento do Trichoderma sp. foi coletado solo de diversos locais diferentes no
Oeste do Parand. Apos a coleta, o isolamento do fungo Trichoderma sp. foi realizado pelo
método de isca, que consistiu em inserir no solo esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum por
periodo de 20 dias. Apds esse periodo procedeu-se o isolamento direto (ETHUR et al., 2005)
e a identificacdo em nivel de género de acordo com as caracteristicas citadas por Melo (1996).

Além dos nove isolados de Trichoderma sp. coletados de solos da Regido Oeste do
Parand foram utilizados oito isolados cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA, Rio Grande do Sul (Tabela 1).

Tabela 1: Nome e origem dos isolados de Trichoderma sp. utilizados nos experimentos.

Isolado Origem Local

TI1 Itaqui — RS -

TI2 Itaqui — RS -

TI3 Itaqui — RS -

T4 Itaqui — RS -

T™M1 Macambara — RS -

TM2 Magambarg — RS -

T™M3 Macambara — RS -

TM4 Macambara — RS -
TLB2 Marechal Candido Rondon — PR Solo de cultivo organico
TLB3 Marechal Candido Rondon — PR Solo de floresta nativa
TLB4 Cascavel — PR Solo de floresta nativa
TLB6 Missal — PR Solo de cultivo organico
TLB9 Céu Azul - PR Solo de floresta nativa
TLB12 Entre Rios do Oeste — PR Solo de floresta nativa
TLB14 Santa Helena — PR Solo de floresta nativa
TLB15 Missal — PR Solo de floresta nativa

TLB17 Medianeira — PR Solo de floresta nativa
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Para o confronto direto foi utilizado o teste de pareamento de culturas. Para isso, um
disco de meio de cultura BDA (10 mm de didametro) contendo micélio do patgeno foi
colocado a uma distancia de 0,5 cm do bordo de uma nova placa de Petri contendo meio
BDA. As placas foram incubadas por 24 h a 24 °C, com fotoperiodo de 12 h. Apos esse
periodo, foi colocado um disco de meio de cultura (10 mm de didmetro) contendo micélio de
Trichoderma na outra extremidade da placa. As placas foram incubadas em cémara de
crescimento a 24 °C, com fotoperiodo de 12 h (ETHUR et al., 2005).

As avaliacdes foram realizadas apos oito dias do acréscimo do patégeno, de acordo

com os critérios (Tabela 2) propostos por Bell et al. (1982) e adaptado por Rodrigues (2010).

Tabela 2: Escala utilizada para teste de pareamento de culturas proposto por Bell et al. (1982)
e adaptado por Rodrigues (2010).

Notas Escala de avaliagdo
Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco do patdégeno
Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém nao sobre o patdgeno
Antagonista cresce sobre %/, da placa de Petri
Antagonista cresce sobre %/; da placa de Petri
Antagonista e patdgeno crescem até metade da placa de Petri
Pat6geno cresce sobre */3 da placa de Petri
Patdgeno cresce por toda a placa de Petri

~No ol h~ W N

A avaliacdo da producdo de compostos volateis foi realizada a partir do cultivo do
patdégeno com o antagonista na mesma atmosfera, mas em meios de cultura isolados. Para este
fim, foram repicados para o centro de placas de Petri contendo meio BDA o antagonista e em
outra placa de Petri o patdgeno. Posteriormente, retiraram-se as tampas das duas placas de
Petri e com auxilio de filme de PVC as placas contendo os dois organismos foram unidas
proporcionando a vedacdo, de forma que cada organismo cresceu isoladamente no meio ao
fundo de cada placa (ETHUR et al., 2005). Por apresentar crescimento inicial mais lento o
patdgeno foi repicado 24 horas antes do antagonista.

As avaliacdes do crescimento micelial do patégeno foram realizadas ap6s 2, 3,4,5¢€ 6
dias do inicio do teste, enquanto que as avaliacGes da producdo de microesclerddios aos 3, 4,
5 e 6 dias apds. As avaliacbes foram realizadas através da medicdo do didmetro de
crescimento do patégeno.

Para célculo da porcentagem de inibic&o foi aplicada a férmula: % inibicdo = [(crtest —
crtrat) / crtest] x 100, onde: crtest = producdo radial testemunha; crtrat = producdo radial
tratamento (MENTEN et al., 1976).
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Para célculo da velocidade do crescimento micelial e da producéo de microesclerodios
do patdgeno foi aplicado a formula: velocidade = didmetro de crescimento / n° de dias de
crescimento, sendo o calculo realizado no dia em que foi verificado a paralisacdo do
crescimento do patogeno.

Para o calculo da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM), utilizou-se
a seguinte formula: AACCM = ((yi + yi+1)/2)dy, onde y; € Yi+1 S80 0s valores de crescimento
da col6nia observados em duas avaliagdes consecutivas e d 0 intervalo entre as avaliagOes.

Para todos os testes o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC), com cinco repeticdes e 17 tratamentos, totalizando 85 parcelas
experimentais. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANAVA) e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, utilizando o software SISVAR, versédo 5.1
(FERREIRA, 2011).

3.2 Trichoderma sp. Como Promotores de Crescimento em Plantas de Feijado Comum

(Phaseolus vulgaris L.)

O experimento foi conduzido de julho a outubro de 2012, no Complexo de Controle
Biologico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Mario César Lopes, pertencente a Universidade
Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon — PR.

O substrato utilizado foi previamente autoclavado por 1 hora a 120 °C para
enchimento dos vasos que continham: solo — areia — matéria organica na propor¢édo de 2:1:2.
O solo Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2009),
utilizado no experimento foi retirado da fazenda experimental Dr. Antonio Carlos dos Santos
Pessoa, pertencente ao Nucleo de EstacGes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste
do Parand, situada na Linha Guara no municipio de Marechal Candido Rondon — PR, ndo
sendo realizada adubag&o complementar.

Os seis isolados de Trichoderma sp. utilizados no experimento foram selecionados
previamente por testes in vitro. No preparo do in6culo, discos de batata-dextrose-agar (BDA)
contendo micélio e conidios dos diferentes isolados de Trichoderma sp. foram transferidos
para placas de Petri com meio BDA e mantidos a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h. Apos cinco
dias, preparou-se suspensdo de esporos, adicionando-se 2 mL de agua destilada por placa e
efetuando-se raspagem com o auxilio de uma al¢a de drigalski. O conteudo das placas foi

vertido em bequer filtrando-se com gaze para reter o micélio. Adicionou-se 1 mL de Tween a
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0,02% a suspensdo para proporcionar maior viscosidade e melhor homogeneidade na
dispersdo de conidios. A concentracéo de esporos foi ajustada para 1x10’ conidios mL™ com a
auxilio de uma camara de Neubauer. Os isolados foram inoculados no momento da semeadura

sendo aplicado diretamente no sulco a quantidade de 0,8 mL da suspensdo de esporos por

|-

-

semente de feijdo (Figura 1).

\

Figura 1: Inoculacdo da suspensdo de esporos de
Trichoderma sp. no sulco de semeadura.

Em cada um dos vasos de oito litros utilizados no experimento foram semeadas seis
sementes e apds quinze dias foi realizado o desbaste deixando-se apenas duas plantas por
vaso. O cultivar de feijdo utilizado no experimento foi a IAPAR 81 do grupo carioca, de porte
ereto com habito de crescimento indeterminado.

O experimento foi realizado em DBC (delineamento em blocos casualizados) sendo
sete tratamentos (testemunha e seis isolados de Trichoderma sp.: TI1, TM3, TLB2, TLB3,
TLB12 e TLB17), cinco blocos e seis repeti¢cdes por bloco, devido as cinco analises de
crescimento e uma andlise de produgdo final, resultando em 210 parcelas experimentais
(vasos).

As analises de crescimento foram realizadas aos 21, 35, 49, 63 e 77 dias apds a
semeadura. E a analise de producdo realizada 105 dias apds a semeadura, quando as plantas ja
estavam na fase de maturacéo e colheita.

Os parametros avaliados nas anélises de crescimento foram: altura de planta; didmetro

de haste; area foliar; massa fresca das folhas; massa fresca das hastes; massa fresca de raiz;
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massa seca das folhas; massa seca das hastes; massa seca de raiz e volume de raiz. Os
pardmetros avaliados na andlise de producdo foram: nimero de vagens por planta; nimero de
gréos por planta; nimero de gréos por vagem e producdo total por tratamento. As duas plantas
existentes em cada parcela experimental foram avaliadas e para céalculo estatistico foi
utilizado & média entre elas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, utilizando o software SISVAR, versdo 5.1
(FERREIRA, 2011).

3.3 Trichoderma sp. Como Bioprotetor de Sementes e Plantulas de Feijdo (Phaseolus

vulgaris L.) Cultivadas em Solo infestados com Macrophomina phaseolina

O experimento foi conduzido em cultivo protegido de dezembro de 2012 a janeiro de
2013, no Departamento de Engenharia Agricola pertencente a Universidade Estadual do Oeste
do Parana - UNIOESTE, campus de Cascavel, PR.

O substrato utilizado foi previamente autoclavado por 1 hora a 120 °C para
enchimento dos vasos de 4 litros que continham: solo — areia — matéria organica na proporgao
de 2:1:2. O solo Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA,
2009), utilizado no experimento foi retirado da fazenda experimental Dr. Ant6nio Carlos dos
Santos Pessoa, pertencente ao Nucleo de EstacBes Experimentais da Universidade Estadual do
Oeste do Parang, situada na Linha Guard no municipio de Marechal Candido Rondon — PR,
ndo sendo realizada adubagdo complementar.

Os fungos M. phaseolina e Trichoderma sp. (isolados TI1, TM3, TLB2, TLB3,
TLB12, TLB17) foram cultivados em BDA, a temperatura de 24 °C, com fotoperiodo de 12 h,
durante 7 dias. Apds o periodo de incubacdo, a suspensdo de conidios de cada isolado de
Trichoderma sp. foi preparada e a concentragdo ajustada para 10° conidios mL™ de agua
destilada-esterilizada, com auxilio de uma cdmara de Neubauer.

A infestagdo artificial do solo com M. phaseolina, ocorreu através da adigdo de 40 mL
da suspensdo de microesclerddios por vaso. Ja a inoculacdo do Trichoderma sp, foi realizada
no momento do plantio sendo de 0,8 mL da suspensdo de esporos por semente de feijao no
sulco de semeadura.

O experimento foi realizado em DBC (delineamento em blocos casualizados) sendo

composto por 14 tratamentos e trés blocos, totalizando 42 parcelas experimentais (vasos):
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T1 — testemunha positiva (semente sem inoculagdo de Trichoderma e solo
esterilizado);

T2 — testemunha negativa (semente sem inoculacdo de Trichoderma e solo infestado
com M. phaseolina);

T3 —isolado TI1 e solo esterilizado;

T4 —isolado TI1 e solo infestado com M. phaseolina;

T5 — isolado TM3 e solo esterilizado;

T6 — isolado TM3 e solo infestado com M. phaseolina;

T7 —isolado TLB2 e solo esterilizado;

T8 —isolado TLB2 e solo infestado com M. phaseolina;

T9 —isolado TLB3 e solo esterilizado;

T10 —isolado TLB3 e solo infestado com M. phaseolina;

T11 —isolado TLB17 e solo esterilizado;

T12 —isolado TLB17 e solo infestado com M. phaseolina;

T13 —isolado TLB12 e solo esterilizado;

T14 —isolado TLB12 e solo infestado com M. phaseolina.

As avaliacfes foram efetuadas aos 20 dias apds o plantio, determinando-se a
percentagem de plantas de feijdo sobreviventes nos diferentes tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 5%
de probabilidade, utilizando o software SISVAR, versao 5.1 (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento Micelial e Producéo de Microesclerodios de Macrophomina phaseolina

Confrontado com Diferentes Isolados de Trichoderma sp.
4.1.1 Pareamento de culturas - confronto direto

Todos os isolados de Trichoderma sp. apresentaram rapido crescimento micelial e,
com apenas cinco dias de incubacdo, j& foi possivel observar que alguns isolados causaram
inibicdo no desenvolvimento de Macrophomina phaseolina. Os efeitos dos tratamentos foram
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (Figura 2).

Bomfim et al. (2010) encontraram resultados semelhantes trabalhando com diferentes
isolados de Trichoderma sp. no biocontrole de Rhizopus stolonifer. Segundo os autores, com

apenas trés dias de incubacdo, os antagonistas ja inibiam o desenvolvimento desse patogeno.

Escala de notas
o]

ST ’\\9&\&& APPSR NI

Isolados

Figura 2: Médias de notas atribuidas pela técnica de confrontacdo direta
para a agressividade dos isolados de Trichoderma sp., quanto a inibicéo de
crescimento micelial de Macrophomina phaseolina. Nota 1 indica alta
agressividade e nota 7 indica auséncia de agressividade. Médias seguidas
com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
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Os isolados foram organizados pelo teste em trés grupos diferentes. Os isolados TI1,
TLB2 e TLB3 apresentaram a menor média de notas, 1, podendo ser considerado o grupo de
maior eficiéncia na supressdo de M. phaseolina, pois 0s antagonistas cresceram por toda a
placa de Petri e sobre o disco do patdogeno. Esse grupo ndo diferiu estatisticamente dos
isolados TM3, TM4, TLB4, TLB9, TLB15 e TLB17, que também apresentaram uma grande
eficiéncia na supressdo de M. phaseolina, impedindo quase que totalmente o desenvolvimento
do fitopatdgeno, pois cresceram por toda a placa de Petri, porém néo cresceram sobre o disco
do fitopatogeno.

O segundo grupo, composto pelos isolados TM1 e TM2 apresentou médias de notas de
4 e 3,6 respectivamente. Esse grupo pode ser considerado pouco eficiente na supresséo de M.
phaseolina, pois cresceram mais do que o fitopatdgeno, porém ocuparam menos de % da
placa de Petri.

Os isolados T2, TI3, T4, TLB6, TLB12 e TLB14 n&o apresentaram qualquer inibicdo
no crescimento de M. phaseolina. Esse resultado corrobora com o encontrado por Ethur et al.
(2005), que ao testarem diferentes isolados de Trichoderma sp., encontraram que 11% dos
isolados testados ndo apresentavam inibicdo no crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum. Isso demonstra a variabilidade entre os isolados de Trichoderma sp. com
relacdo a capacidade antagonista.

Segundo Ethur (2006), pela técnica de confrontacdo direta com isolados de
Trichoderma sp. pode-se considerar isolados muito eficientes aqueles que apresentarem notas
entre 1,0 e 1,5, e eficientes aqueles que apresentarem notas entre 2,0 e 2,5.

Silva et al. (2008) também observaram diferencas entre isolados de Trichoderma
quanto a capacidade de supressdao de Phytophthora citrophthora. Segundo os autores os
isolados de Trichoderma stromaticum, Trichoderma viride e Trichoderma virens
apresentaram maior antagonismo ao patdgeno estudado, sendo que, o0 antagonismo por
hiperparasitismo foi mais pronunciado quando se utilizou o isolado de T. stromaticum,
enquanto o Trichoderma harzianum apresentou menor antagonismo.

Louzada et al. (2009), realizando o teste de pareamento de culturas e utilizando 230
isolados de Trichoderma sp, identificaram 50 isolados com potencial de inibicdo no
crescimento micelial de Fusarium solani e 111 com potencial de inibicdo de Sclerotinia.
sclerotiorum.

Larralde-Corona et al. (2008), em teste utilizando nove isolados de Trichoderma sp.

constataram diferencga na capacidade dos isolados em prevenir o crescimento micelial de M.
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phaseolina, onde T. atroviride, T. koningiopsis e T. harzianun apresentaram parasitismo a este
patdgeno, entretanto, T. longibrachiatum ndo exibiu um comportamento parasitario.

Segundo Dennis e Webster (1971) e Melo (1996), a capacidade do Trichoderma sp.
em inibir o desenvolvimento de outros fungos é explicado pela producdo de antibiéticos, tais
como gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina e enzimas
como, quitinases, B-1,3-glucanases, celulases e hemicelulases. Como o fungo M. phaseolina
pertence a divisdo Ascomycota e possui a parede celular composta por quitina e B-1,3-
glucana, possivelmente o seu desenvolvimento é inibido pela producao de antibidticos ou por

quitinases e -1,3-glucanases.

4.1.2 Compostos volateis

4.1.2.1 Influéncia no crescimento micelial

Foi possivel verificar a inibicdo no desenvolvimento micelial do fitopatogeno
possivelmente a partir da producdo de metabolitos volateis dos diferentes isolados de
Trichoderma sp. (Tabela 3).

Em relacédo a velocidade de crescimento micelial, os isolado T12, TI3, T14 e TM1 néo
diferiram da testemunha. Os demais foram organizados em trés grupos distintos, sendo o
isolado TLB12 o mais eficiente na reducdo do crescimento micelial do patdgeno.

Em relagdo a variavel AACCM, todos os isolados testados diferiram estatisticamente
da testemunha, demostrando que de alguma forma todos apresentaram uma producdo de
metabolitos capazes de inibir o crescimento micelial. Os isolados TM2 e TLB12 foram os que
apresentaram menor valor de AACCM. Essa varidvel explica o comportamento do
crescimento micelial do patégeno durante todo o experimento.

Com excecéo dos isolados TM2, TLB2, TLB12, TLB15 e TLB17 os demais isolados
apesar de produzirem metabolitos capazes de inibir o crescimento inicial do fitopatdgeno,

apos alguns dias foi possivel perceber a retomada do crescimento micelial de M. phaseolina.
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Tabela 3: Velocidade do crescimento micelial, crescimento total (area abaixo da curva de
crescimento micelial - AACCM) e % de inibicdo de Macrophomina phaseolina submetidos a
producdo de compostos volateis por diferentes isolados de Trichoderma sp.

Isolados Velocidade (cm.dia™) AACCM Inibicdo (%)
TI1 1,38 ¢ 199b 8,2¢C
TI2 1,48 d 20,3 b 1,3d
TI3 1,48 d 209c¢c 15d

TM1 1,49 d 21,0c 0,6 d
TM2 1,28 b 19,2 a 14,6 b
TM3 1,36 ¢ 19,7b 9,2¢c

TI4 1,45d 21,4c 3,7d
TMA4 1,37¢c 20,2b 8,8¢c
TLB2 1,31b 209c¢c 125b
TLB3 1,36¢ 21,3 ¢ 9,6c¢c
TLB4 1,38¢c 21,3¢c 78¢C
TLB6 1,39¢ 20,6 b 7,7¢C
TLB9 1,35¢ 215¢c 10,0c

TLB12 1,15a 19,0a 23,1a

TLB14 1,42c¢c 21,3¢c 52c

TLB15 1,30 b 20,3b 13,7b

TLB17 1,27 b 20,4 b 15,4 b

Testemunha 1,50d 23,7d -

CV (%) 5,33 4,31 57,6

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5%
de probabilidade.

Bomfim et al. (2010) também verificaram a producdo de metabdlitos volateis de
diferentes isolados de Trichoderma sp. capazes de inibir o desenvolvimento micelial de R.
stolonifer. Segundo os autores, T. viride e T. harzianum produziram notavel efeito
fungistatico sobre o patégeno, sendo que T. viride inibiu completamente o crescimento de R.
stolonifer. T. stromaticum e T. virens produziram metabdlitos capazes de inibir o crescimento
do fitopatdgeno, porém ndo foram capazes de manter essa inibicao.

A capacidade de inibicdo do crescimento micelial pelos diferentes isolados testados
variou de 0,6 a 23,1%. O isolado TLB12 foi o tratamento que mais apresentou capacidade de
inibicdo (23,1%), seguido pelos isolados TM2, TLB2, TLB15 e TLB17, que apresentaram
inibicdo variando de 12,5 a 15,4%.

Carvalho Filho et al. (2008b) verificaram diferentes respostas de isolados de
Trichoderma sp. na inibicdo micelial de Cylindrocadium scoparium. Segundo o0s autores, 0s
compostos volateis dos isolados utilizados inibiram de 11 a 40% o crescimento micelial do
fitopatdgeno comparado com a testemunha.

Lobo Junior e Abreu (2000), analisando a inibicdo do crescimento micelial de

Scletotinia sclerotiorum por metabolitos volateis produzidos por Trichoderma sp. em
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diferentes temperaturas, descreveram que todos os isolados utilizados no ensaio foram
capazes de inibir o crescimento do patégeno, porém a interacdo entre os isolados e
temperatura do ensaio foi altamente significativa. Segundo os autores, a selecdo de
antagonistas levando-se em consideracdo a producdo de compostos volateis, deve ser
realizada na faixa étima de temperatura para o desenvolvimento do patdgeno.

Zancan et al. (2012), avaliando o crescimento micelial de S. sclerotiorum na presenca
de Trichoderma harzianum, constataram que o antagonista utilizado em diferentes doses (5,
10, 50, 100 ppm) do produto comercial a base de T. harzianum foi capaz de inibir em mais de
77% o crescimento micelial do patégeno. Segundo os autores, conforme a dose aumentava
maior era a reducdo no desenvolvimento do fungo patogénico.

Segundo Brotman et al. (2010), a producdo de compostos volateis pelas diferentes

espécies de Trichoderma sp. é considerado um fator importante no controle de fitopatdgenos.

4.1.2.2 Influéncia na producéo de microesclerodios

Todos os isolados de Trichoderma sp. utilizados no teste do composto volatil foram
capazes de inibir a producdo de microesclerddios do fitopatdgeno (Tabela 4).

Em relagdo a velocidade de producdo de microesclerddios, todos os isolados diferiram
da testemunha. Os isolados foram organizados em dois grupos distintos, sendo os isolado TI1,
TM2, TM3, TM4, TLB2, TLB12 e TLB17 os mais eficientes na reducdo da velocidade de
producdo de microesclerddios do patégeno.

A capacidade de inibicdo na producdo de microesclerddios pelos diferentes isolados
avaliados no 6° dia ap6s o inicio do teste variou de 39 a 61%, demonstrando uma grande
capacidade do Trichoderma sp. em prejudicar a producdo de estruturas de sobrevivéncia do
patégeno (Figura 3). Segundo Mello (1996), isolados de Trichoderma sp. séo eficientes no

controle de inimeros fitopatdgenos, principalmente aqueles com estruturas de resisténcia.
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Tabela 4: Producdo de microesclerddios avaliados pela velocidade de crescimento da area de
producdo, didametro da &rea de producdo e percentual de inibicdo de microesclerodios de
Macrophomina phaseolina submetidos a producdo de compostos volateis por diferentes
isolados de Trichoderma sp.

Isolados Velocidade Diametro de producéo de Inibicdo (%)
(cm.dia™) microescler6dios
TI1 0,67a 4,05 a 55,00 a
TI2 091b 545b 39,46 b
TI3 0,79b 4,74 b 47,34 b
TM1 0,86 b 516b 42,68 b
TM2 0,67a 4,03 a 55,20 a
TM3 0,67a 3,99a 55,67 a
T4 0,85b 510b 43,32 b
T™M4 0,73a 4,39 a 51,22 a
TLB2 0,69 a 4,13 a 54,12 a
TLB3 0,81b 487b 45,89 b
TLB4 0,80 b 481b 46,56 b
TLB6 091b 5,44 b 39,54 b
TLB9 0,82b 495hb 44,98 b
TLB12 0,57 a 343a 61,88 a
TLB14 0,80 b 4,79b 46,78 b
TLB15 0,77 b 4,60 Db 48,90 b
TLB17 0,74 a 4,40 a 51,12 a
Testemunha 1,50 c 9,00 c -
CV (%) 15,10 15,04 17,59

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5%
de probabilidade.

Figura 3: Efeito dos metabdlitos volateis produzidos por
diferentes isolados de Trichoderma na producdo de
microesclerddios de Macrophomina phaseolina. A -
Testemunha trés dias ap6s o inicio do teste. B — Isolado
TLB12 trés dias apds o inicio do teste.

Remuska e Dalla Pria (2007), trabalhando com diferentes isolados de Trichoderma sp.,

encontraram resultados diferentes no manejo de Sclerotium rolfsii. Segundo os autores,
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Trichoderma sp. foi capaz de inibir o crescimento micelial, porém ndo impediu que o
fitopatdgeno produzisse esclerddios.

Kunieda-Alonso, Alfenas e Mafia (2005) encontraram reducdo significativa na
sobrevivéncia de esclerddios de Rhizoctonia sp. no solo tratado com suspensdo conidial de
Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma inhamatum. Segundo os autores, ao longo de 12
meses de avaliagdo a sobrevivéncia dos esclerddios decresceu progressivamente, atingindo
59% de inviabilidade ao final do primeiro més.

Zancan et al. (2012), avaliando producdo e germinacdo de esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum, constataram que Trichoderma harzianum provocou a inibicdo do processo de
formacéo dos esclerddios in vitro, porém nao afetou a germinagéo dos esclerddios formados.

Segundo Larralde-Corona et al. (2008), Trichoderma spp. sdo capazes de degradar
micélio e microesclerddios de M. phaseolina, se enrolando em torno das hifas do patégeno

através da formacédo de estruturas em formato de ganchos, denominados apressorios.

4.2 Trichoderma sp. Como Promotores de Crescimento em Plantas de Feijdo Comum

(Phaseolus vulgaris L.)

A altura das plantas de todos os tratamentos inoculados com Trichoderma sp. foram
estatisticamente superiores a testemunha aos 63 e 77 dias ap0s a semeadura (DAS). Aos 21,
35 e 49 DAS ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Aos 77 DAS as plantas
inoculadas com o isolado TLB12 foram as que apresentaram maior altura de planta,
correspondendo a um aumento médio de 64% em relacdo a testemunha. Os demais
tratamentos foram significativamente inferiores ao TLB12 e superiores entre 29 a 39% a

testemunha (Figura 4).
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Figura 4: Médias de altura de planta de feijoeiro em funcédo da inoculacao
de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e 77 dias ap0s
a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. CV =
25,57%.

A literatura apresenta na maioria das vezes resultados positivos com o uso de espécies
de Trichoderma no quesito altura de plantas.

Carvalho Filho et al. (2008a), avaliando diferentes isolados de Trichoderma sp. na
promocdo de crescimento de mudas de clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla em trabalho conduzido em Luziania - GO, verificaram diferentes respostas dos
isolados em relagéo a altura das mudas. Dos cinco isolados utilizados no experimento, apenas
um ndo diferiu da testemunha e os demais contribuiram com um aumento de 23 a 43% na
altura das plantas.

Segundo Brotman et al. (2010), a utilizacdo do Trichoderma pode promover o
aumento de até 300% no crescimento das plantas de tomate e tabaco.

Shanmugaiah et al. (2009) relataram que a inoculacdo de Trichoderma viride em
algodoeiro promoveu aumento de 127% na altura das plantas, quando a avaliacdo do ensaio
ocorreu aos 10 dias apods o plantio.

Nagaraju, Sudisha e Murthy (2012), em trabalho utilizando Trichoderma harzianum
constataram que os isolados foram capazes de promover em até 38% a mais 0 crescimento de
plantas de girassol.

Por outro lado, Resende et al. (2004), trabalhando com a inoculagdo de Trichoderma

harzianum no plantio de sementes de milho, ndo verificaram efeito significativo na alturas das
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plantas, diferindo destes resultados, o que mostra que esta acdo sobre plantas ndo é absoluto
podendo ser dependente das espécie da planta ou mesmo do isolado.

Em relacdo ao diametro médio do caule das plantas os valores variaram entre 3,7% e
16% para os tratamentos com Trichoderma em relacdo ao tratamento controle, porém néo
houve diferenga significativa em nenhuma das avaliagbes (Figura 5). Segundo Carneiro
(1995), plantas que apresentam um maior didmetro do colo possuem um maior equilibrio no
crescimento da parte aérea.

Os resultados encontrados corroboram com os encontrados por Okoth et al. (2011),
pois segundo os autores o tratamento de sementes de milho e feijdo com Trichoderma
harzianum proporcionou um maior didmetro de colmo e caule em até 6% para o milho e 20%
para o feijao, porém isso ndo resultou em diferenca estatistica em relacdo a testemunha.

Os valores encontrados em relacdo ao diametro do caule podem ser considerados
aceitaveis, pois Salgado et al. (2012), em trabalho utilizando 12 variedades de feijdo comum

constatou um diametro médio entre 5,1 e 6,8 mm.
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Figura 5: Médias de diametro de caule de feijoeiro em funcdo da inoculacéo
de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e 77 dias ap0s
a semeadura.

As plantas tratadas com Trichoderma apresentaram maior massa fresca de hastes aos
63 e 77 DAS. Aos 21, 35 e 49 DAS néo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Aos 63 DAS as plantas inoculadas com o isolado TLB 12 foram as que apresentaram maior

massa fresca de hastes, apresentando um incremento médio de 49,25% em relacdo a
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testemunha. Aos 77 DAS as plantas inoculadas com o isolado TLB2 apresentaram 74% de

incremento na massa fresca das hastes quando comparada com a testemunha (Figura 6).
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Figura 6: Médias da massa fresca das hastes de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e
77 dias apOs a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. CV = 22,08%.

Guareschi et al. (2012), utilizando Trichoderma spp. na promocdo de crescimento
vegetativo nas culturas de girassol e soja, relataram que nos primeiros 15 dias ap6s a
emergéncia (DAE), o fungo néo estimulou o crescimentos das plantas de girassol. Segundo os
autores isso pode ter ocorrido devido ao pequeno tempo de permanéncia no solo ou a dose
aplicada foi insuficiente. A producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de girassol
inoculadas com Trichoderma spp. obtida aos 30, 40 e 65 DAE foi superior em até 47,9%
sendo o0 maior incremento observado aos 65 DAE. Em relacdo a matéria fresca da parte aérea
0 maior incremento foi de 38,5% que ocorreu aos 30 DAE.

Segundo 0s mesmos autores, para a cultura da soja, a aplicacdo de Trichoderma spp.
conferiu respostas significativas nas quatro épocas de avaliagdes (15, 30, 40 e 65 DAE) tanto
para a producdo de matéria seca, quanto para a producdo de matéria fresca. A maior producao
de matéria fresca obtida foi aos 30 DAE com um incremento médio de 78,3% em relacéo a
testemunha, e a maior producéo de matéria seca foi de 123% obtida aos 15 DAE.

Naseby, Pascual e Lynch (2000) relataram aumento do peso fresco de caule de

ervilhas entre 13 e 51% tratadas com isolados de Trichoderma.
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A massa seca das hastes das plantas de todos os tratamentos inoculados com
Trichoderma sp. foram estatisticamente superiores a testemunha aos 63 e 77 DAS. Aos 21, 35

e 49 DAS néo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 7).
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Figura 7: Médias de massa seca de hastes de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo se seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e 77
dias ap6s a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. CV = 24,38%.

Aos 63 DAS as plantas inoculadas com o isolado TLB2 apresentaram um incremento
de 102% da massa seca das hastes em relagdo a testemunha enquanto que os demais
tratamentos apresentaram um incremento médio entre 61 e 73%. Aos 77 DAS os isolados
TLB3 e TLB 12 foram 0s que promoveram maior massa seca das hastes, apresentando em
média um incremento de 65% em relacdo a testemunha. Os demais tratamentos apresentaram
um incremento entre 31 e 50% quando comparados a testemunha.

Yobo, Laing e Hunter (2011), avaliando a influéncia na massa seca do feijoeiro quatro
semanas apos o plantio e inoculacdo de seis isolados do fungo Trichoderma, relataram que
apenas dois isolados diferiram da testemunha proporcionando um aumento de 16,6%.

Santos (2008) constatou aumento de até 142, 120 e 80% da massa seca de parte aérea
de plantas de soja, milho e feijdo, respectivamente, tratadas com isolados de Trichoderma spp.
em avaliagdo realizada 60 dias apds o plantio.

Em relacdo a massa fresca de raiz ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos aos 21, 35, 49 e 63 DAS (Figura 8). Aos 77 DAS os tratamentos TM3 e TLB12
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promoveram um acumulo de massa fresca de raiz superior ao acumulado pela testemunha em
74,4 e 79,96% respectivamente. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica

em relacdo a testemunha

30 -

75 ) —e— Controle
- —=—TM3
@ 20 -
g TLB3
5 15 -
2 —<TLB2
@
@ 10 - —+—TI1
= . TLB17

TLB12
0
21 35 49 63 77
Dias ap6s a semeadura

Figura 8: Médias de massa fresca de sistema radicular de feijoeiro em
funcéo da inoculacéo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35,
49, 63 e 77 dias apoOs a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia. CV = 37,88%.

Guareschi et al. (2012), utilizando Trichoderma spp. na promogédo de crescimento
vegetativo, relataram que ocorreu incremento de matéria fresca radicular de até 120% para a
cultura do girassol e de até 95% para a cultura da soja, e incremento de matéria seca radicular
de até 175% para a cultura do girassol e 145% para a cultura da soja, sendo que 0s maiores
incrementos para o girassol ocorreram aos 15 DAE e para a soja aos 45 DAE.

Naseby, Pascual e Lynch (2000) relataram aumento do peso fresco radicular de plantas
de ervilhas entre 8 e 21% tratadas com isolados de Trichoderma.

Em relacdo ao volume de raiz das plantas ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos aos 21, 35, 49 e 63 DAS (Figura 9 e 10), porém ja era possivel observar um
aumento do volume das raizes onde ocorreu o tratamento de sementes com Trichoderma. Aos
77 DAS apenas o tratamento TLB2 ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo a
testemunha, sendo que os demais apresentaram incremento médio entre 56,5 e 82,6 no

volume das raizes quando comparados a testemunha.
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Figura 9: Médias de volume de sistema radicular de feijoeiro em funcédo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e
77 dias apOs a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. CV = 35,93%.

Segundo Yedidia et al. (2001), a inoculagédo de Trichoderma harzianum em plantas de
pepino promoveu um aumento de 75 a 95% no volume das raizes e um aumento significativo
de 25 a 40% no peso seco.

Shanmugaiah et al. (2009) relataram que a inoculacdo de Trichoderma viride em
algodoeiro promoveu aumento de 125% no comprimento de raiz das plantas comparadas com
a testemunha, quando a avalia¢do do ensaio ocorreu aos 10 dias apds o plantio.

Bjorkman, Blanchard e Harman (1998) constaram aumento de 33% no comprimento
radicular do milho doce tratado com Trichoderma harzianum.

Naseby, Pascual e Lynch (2000) relataram aumento significativo do comprimento de
raiz e nimero de raizes laterais de plantas de ervilhas tratadas com isolados de Trichoderma.
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Figura 10: Sistema radicular do feijoeiro aos 77 dias apds a semeadura e inoculacdo dos
isolados TM3, TLB17 e TLB12.

A massa seca das raizes das plantas tratadas com os isolados TLB3, TM3 e TLB2
foram superiores aos demais tratamentos aos 49 DAS. Aos 21, 35 e 63 DAS ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 11). Aos 49 DAS o0 maior incremento na
massa seca das raizes foi causado pelo tratamento TLB3 sendo esse incremento de 96,6% em
relacdo a testemunha. Aos 77 DAS todos os tratamento promoveram incremento na massa

seca radicular das plantas entre 29,3 e 78,0% em relacéo a testemunha.
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Figura 11: Médias de massa seca de sistema radicular de feijoeiro em
funcéo da inoculacéo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35,
49, 63 e 77 dias ap0Os a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia. CV = 32,87%.

Carvalho Filho et al. (2008a), utilizando cinco isolados de Trichoderma sp. na
promogdo de crescimento de mudas de clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla em trabalho realizado em Luziania - GO, verificaram que trés isolados diferiram
estatisticamente da testemunha em relacdo a massa seca de raiz. Segundo 0s autores 0s
incrementos meédios chegaram a 136% em relacdo a testemunha. Porém, em trabalho
realizado em Patos de Minas — MG, utilizando os mesmos isolados, apenas um diferiu da
testemunha, resultando em um incremento médio de massa seca de 37,5%.

Segundo Resende et al. (2004) a inoculacdo do Trichoderma harzianum em sementes
de milho promoveu o aumento da matéria seca das raizes em media de 32,7%.

Santos (2008) constatou aumento de até 114%, 140% e 150% da massa seca de raiz de
plantas de soja, milho e feijdo respectivamente, tratadas com isolados de Trichoderma spp.
em avaliacdo realizado 60 dias ap6s o plantio.

Bjorkman, Blanchard e Harman (1998) constaram aumento de 27% na massa seca
radicular do milho doce tratado com Trichoderma harzianum.

Trabalhos demostrando o0 aumento da massa radicular de espécies vegetais inoculadas
com diferentes espécies de Trichoderma vem ocorrendo ha algum tempo, pois em 1986,
Windham, Elad e Baker relataram que a massa seca radicular de plantas de tomate e tabaco

inoculadas com Trichoderma foram superiores em até 175% e 691% respectivamente.
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Em relacdo a massa fresca das folhas ndo houve diferenca estatistica entre o0s
tratamentos aos 21, 35 e 49 DAS, porém aos 63 e 77 DAS apenas o tratamento TLB2 nao
diferiu da testemunha enquanto que os demais proporcionaram uma maior massa verde das
folhas (Figura 12). Aos 63 DAS as plantas tratadas com Trichoderma promoveram um
incremento entre 51,9 e 75,4% em relacgdo a testemunha e aos 77 DAS esse incremento foi de
37,6 € 70,7%.
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Figura 12: Médias de massa fresca de folhas de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e
77 dias ap6s a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. CV = 22,21%.

Segundo Shanmugaiah et al. (2009) a inoculacdo de Trichoderma viride em algodoeiro
foi capaz de promover aumento em até 269% da massa fresca de parte aérea das plantas e até
1106% a massa seca em comparagdo com a testemunha, quando a avaliagdo do teste ocorreu
aos 10 dias apds o plantio.

Em relacdo a massa seca das folhas, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos aos 21, 35 e 49 DAS, porém aos 63 e 77 DAS apenas o tratamento TLB2 ndo
diferiu da testemunha enquanto que os demais proporcionaram uma maior massa seca das
folhas. Aos 63 DAS as plantas tratadas com Trichoderma promoveram um incremento entre
67 e 91,8% em relacdo a testemunha e aos 77 DAS esse incremento foi de 45,6 e 90,3%
(Figura 13).
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Figura 13: Médias de massa seca de folhas de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e
77 dias apOs a semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. CV = 21,56%.

Machado et al. (2011), inoculando Trichoderma harzianum em aveia preta,
constataram o aumento da producdo de massa seca da parte aérea das plantas de aveia em
relacdo a testemunha.

Pedro et al. (2012), testando 64 isolados de Trichoderma spp. na promoc¢do de
crescimento de plantas de feijdo em trés ensaios, relataram que no primeiro ensaio 54 isolados
causaram aumento significativo entre 3,12% e 57,81% da producdo de matéria seca das
plantas, quando comparados ao tratamento controle. No segundo ensaio, 42 isolados
aumentaram significativamente a massa de matéria seca das plantas com variacGes entre
4,65% e 34,88%. No terceiro ensaio 53 isolados causaram aumentos significativos entre
3,70% e 57,41%. Segundo os autores, 0s aumentos na producdo de matéria seca podem variar
de acordo com a cultura e o isolado de Trichoderma utilizado.

Fontenelle et al. (2011) verificaram que dos 28 isolados testados para promoc¢éo do
crescimento de mudas de tomate, 12 promoveram o aumento da matéria seca acima de 100%,
variando entre 116,67% e 900%.

Silva et al. (2011), em testes com plantas de pepino tratadas com 30 isolados de
Trichoderma spp., relataram que os mesmos foram capazes de promover em até 100% a

massa de matéria seca das plantas quando comparadas com a testemunha.



44

Santiago et al. (2013) relatam que a inoculacdo de Trichoderma asperellum foi
significativamente eficaz no aumento da producdo de matéria seca da parte aérea de plantas
de pepino.

Bjorkman, Blanchard e Harman (1998) constaram aumento de 20% na massa seca da
parte aérea de milho doce tratado com Trichoderma harzianum.

Embora na maioria das vezes os resultados na literatura demonstrem ganho de massa,
Resende et al. (2004) ndo observaram o fendmeno, pois segundo os autores, a inoculacdo de
Trichoderma harzianum no plantio de sementes de milho ndo resultou em efeito significativo
no peso de matéria seca da parte aérea, o que discorda dos resultados encontrados neste
trabalho.

Em relacdo a area foliar ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos aos
21, 35 e 49 DAS, porém aos 63 DAS todos as plantas tratadas com Trichoderma promoveram
um incremento na area foliar, sendo esse incremento em relacdo a testemunha de até 105,8%
proporcionado pelo tratamento TLB12. Aos 77 DAS apenas o tratamento TLB2 n&o diferiu da
testemunha, enquanto que os demais apresentaram valores superiores de area foliar entre 30,3
e 59,4% (Figura 14).
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Figura 14: Médias de area foliar de feijoeiro em funcdo da inoculacdo de
seis isolados de Trichoderma avaliados aos 21, 35, 49, 63 e 77 dias ap0s a
semeadura. *Difere pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. CV =
26,27%.
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E possivel notar uma relagio entre massa seca e fresca das folhas e area foliar, sendo
que para esses parametros o Unico tratamento que ndo diferiu da testemunha aos 77 DAS foi 0
isolado TLB2. Notou-se também que este tratamento ndo estimulou ganhos na massa do
sistema radicular, embora tenha se comportado como altamente agressivo no confronto direto
contra M. phaseolina, o que indica um efeito direto sobre o patdgeno, no entanto nao
demostra efeito significativo na melhoria da condigdo fisioldgica da planta. Outro ponto
observado durante a conducdo do experimento, que plantas tratadas com este isolado
apresentaram maior sensibilidade a acaros, porém esta variavel ndo foi apresentada neste
trabalho.

4.2.1 Parametros de producao

O namero médio de gréos por planta dos tratamentos com Trichoderma foi superior ao
tratamento testemunha em até 76%, resultado esse proporcionado pelo isolado TLB12 (Figura
15). Os demais isolados, TM3, TLB3, TLB2, TI1 e TLB17 proporcionaram um aumento no
namero de graos por planta entre 38% e 64% em relacdo a testemunha.
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Figura 15: NOmero de grdos por planta de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5% de probabilidade. CV =
17,94%.
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O ndmero de vagens por planta dos tratamentos TM3, TLB17 e TLB12 foram
superiores aos isolados TLB3, TLB2, TI1 e ao tratamento testemunha, sendo que os isolados
TLB12, TLB17 e TM3 proporcionaram um aumento do nimero de vagens de 59%, 56% e

41% respectivamente quando comparado a testemunha. (Figura 16).
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Figura 16: Numero de vagens por planta de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5% de
probabilidade. CV = 16,36%.

Os resultados em relacdo a niumero de vagens por planta e nmero de gréos por vagem
podem ser considerados aceitaveis, pois segundo Salgado et al. (2012), em trabalho utilizando
12 variedades de feijdo comum, constataram que o ndmero de vagens por planta é
considerado normal entre 8,3 e 15,1 e 0 nimero de sementes por vagem de 2,8 a 5.

Os resultados corroboram com os encontrados por Santos (2008), pois ao utilizar dez
isolados de Trichoderma no tratamento de sementes de feijdo, seis isolados proporcionaram
um aumento no namero de vagens das plantas entre 92% e 33% em relacéo a testemunha.

Em relacdo ao numero de grdos por vagem ndo houve diferenga significativa entre 0s
tratamentos (Figura 17). Porém, a producdo das plantas tratadas com Trichoderma foi
superior ao tratamento controle. O tratamento TLB12 foi o que proporcionou a maior
producéo, sendo esse incremento de 80,5% em relacdo a testemunha (Figura 18). Os demais
tratamentos, TM3, TLB3, TLB2, TI1 e TLB 17 proporcionaram um aumento de producéo
entre 50% e 70%.
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Figura 17: Numero de grdos por vagens de feijoeiro em funcdo da
inoculacdo de seis isolados de Trichoderma. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5% de
probabilidade. CV =9,04%.
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Figura 18: Producéo por planta de feijoeiro em funcdo da inoculagdo de
seis isolados de Trichoderma. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5% de probabilidade. CV =
19,12%.
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Segundo Bernardes et al. (2010) a inoculagdo de Trichoderma em sementes de feijao
ndo proporcionou aumento no rendimento de gréos e nos componentes de produtividade da

cultura.

4.3 Trichoderma sp. Como Bioprotetor de Sementes e Plantulas de Feijdo (Phaseolus

vulgaris L.) Cultivadas em Solo infestados com Macrophomina phaseolina

Os isolados TLB2, TLB3, TLB17 e TLB12 comportaram-se como bioprotetoras das
sementes, quando se compara o0s resultados obtidos com a testemunha (sem antagonista),
variando o percentual de sobrevivéncia das plantas. Dos isolados estudados, o TLB12 foi o

mais promissor, permitindo o maior percentual de plantas sobreviventes (Tabela 5).

Tabela 5: Efeito do tratamento de sementes de feijao com espécies de Trichoderma e plantio
em solo esterilizado e artificialmente infestado com Macrophomina phaseolina, em relagdo a
sobrevivéncia das plantas.

Tratamentos de sementes Plantas sobreviventes (%)
Solo infestado com M. Solo sem infestacdo de M.
phaseolina phaseolina
TI1 31,11 b 77,78 a
T™M3 42,22 b 88,89 a
TLB2 82,22 a 84,44 a
TLB3 80,00 a 84,44 a
TLB17 82,22 a 73,33 a
TLB12 86,67 a 71,11a
Sem antagonista 28,89 b 75,56 a
CVv 11,27% 18,24%

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 5%
de probabilidade.

Em relacdo ao solo sem infestacdo de M. phaseolina, ndo ocorreu diferenca estatistica
entre os tratamentos realizados o que caracteriza o biocontrole dos isolados TLB2, TLB3,
TLB17 e TLB12, pois apresentam diferenca estatistica em relagdo a testemunha no solo
infestado com M. phaseolina (Tabela 5).

No solo infestado com M. phaseolina o tratamento controle apresentou apenas 28,89%
de plantas sobreviventes, enquanto os tratamentos TLB2, TLB3, TLB17 e TLB12
apresentaram mais de 80% de plantas sobreviventes.

Em geral, as sementes tratadas com o0s antagonistas e plantadas no solo sem o

fitopatogeno mostraram boa germinagdo e crescimento das plantas, por outro lado, as
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sementes sem a protecdo de Trichoderma e semeadas no solo infestado com M. phaseolina,
apresentaram baixa germinagéo.

Menezes et al. (2004) encontraram resultados semelhantes trabalhando com quatro
especies de Trichoderma no tratamento de sementes de feijdo semeados em solo infestado
com M. phaseolina. Segundo o0s autores, a germinacdo das sementes tratadas com o
antagonista foi superior a germinacdo das sementes sem tratamento e das quatro espécies de
Trichoderma utilizadas no trabalho, T. harzianum apresentou maior reducdo da doenca.

Segundo Nagaraju, Sudisha e Murthy (2012), o tratamento de sementes com
Trichoderma harzianum é capaz de reduzir a incidéncia de mildio no girassol devido a
colonizagdo radicular, melhorando ainda a absorcéo de nitrogénio, fosforo e potéssio.

Naseby, Pascual e Lynch (2000) relataram diminuicdo das lesGes causadas por
Pythium em plantas de ervilha tratadas com isolados de Trichoderma.

Etebarian (2006) constatou que a germinacao de sementes de meldo, em solo infestado
com M. phaseolina, foi superior quando se utilizou tratamento de sementes com espécies de
Trichoderma. Segundo o autor, a percentagem de plantas sobreviventes oito semanas apds 0s
tratamentos foram de 64,3%, 75,3% e 47,6%, sendo esses valores superiores em relacdo as
sementes sem 0 antagonista.

Gava e Menezes (2012), utilizando quatro isolados de Trichoderma no tratamento de
sementes de meloeiro, constaram que a incidéncia de murcha ao longo do ciclo da planta
cultivada em solo com elevada taxa de ocorréncia natural causada por patogenos de solo foi
inferior a incidéncia em plantas sem o antagonista. Na avaliacdo final do estande, realizada na
colheita do experimento aos 73 dias apds o plantio, segundo os autores, todos os tratamentos
com os isolados de Trichoderma apresentaram perda no estande inferior ao controle. Isto
demostra que de forma geral a aplicacdo dos isolados de Trichoderma resultou em reducéo
significativa na incidéncia de murchas do meloeiro.

Estabelecendo uma relacdo entre todos os testes realizados é possivel verificar que o
isolado TLB12 apesar de ndo apresentar agressividade no confronto direto com o patdgeno in
vitro, no teste in vivo proporcionou uma maior protecdo das sementes quando estas foram
semeadas em solo com infestacdo de M. phaseolina. O isolado TLB12 também se mostrou
promotor de crescimento do feijoeiro, 0 que pode caracterizar um efeito direto sobre a planta
e ndo no patogeno. Porém, o isolado TM3 apresentou alta agressividade in vitro no confronto
direto, mas ndo apresentou protecdo efetiva no teste in vivo, o que pode indicar um efeito

sobre o patogeno. Entretanto, como o teste in vivo avaliou apenas os primeiros dias de
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desenvolvimento da planta, o isolado pode ndo ter expressado sua caracteristica pelo pouco
tempo entre o plantio e avaliagéo.
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5 CONCLUSOES

1 — Os isolados TI1, TLB2 e TLB3 foram muito agressivos e os isolados TM3, TM4,
TLB4, TLB9, TLB15 e TLB17 agressivos no confronto direto contra M. phaseolina.

2 — Os isolados TM1 e TM2 foram pouco agressivos e os isolados TI2, TI3, TI4,
TLB6, TLB12 e TLB14 n&do apresentaram agressividade no confronto direto contra M.
phaseolina.

3 — Todos os isolados foram capazes de reduzir a producdo de microesclerddios do
patdégeno e os isolados TM2, TLB2, TLB12, TLB15 e TLB17 reduziram o crescimento
micelial do patdgeno no teste dos compostos volateis, com destaque para o isolado TLB12.

4 — Os isolados TI1, TM3, TLB3, TLB12 e TLB17 foram bons promotores de
crescimento do feijoeiro.

5 -0 isolado TLB2 ndo promoveu o crescimento do feijoeiro.

6 — Os isolados TI1, TM3, TLB2, TLB3, TLB12 e TLB17 aumentaram a producéo por
planta, com destaque para o isolado TLB12.

7 — Os isolados TLB2, TLB3, TLB12 e TLB17 foram eficientes na protecdo do
feijoeiro contra M. phaseolina.
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