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RESUMO

O controle biolégico vem ganhando mais espaco a cada dia, passando a integrar 0s
manejos de diversas cultivares, agricolas e florestais, por todo o mundo. A producgéo
agricola no estado do Amazonas vem se desenvolvendo gradativamente com o
passar dos anos, principalmente pela ajuda de pequenos produtores que contribuem
com uma fatia significativa da producdo. Um dos fatores mais desanimadores é a
ocorréncia de doencas nas plantas, principalmente as causadas por fungos. Um dos
agentes de biocontrole de fitopatdégenos mais aplicados em pesquisas no mundo sao
fungos do género Trichoderma, sendo largamente utilizados na agricultura, e tém
exercido papel determinante na mudanca do cenario de controle biolégico de
fitopatdogenos no Brasil. Este estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de
sete linhagens de Trichoderma sp. para controle biolégico de fitopatogenos de
hortalicas. Foram avaliadas as linhagens Trichoderma aureoviride P5B (T1), T.
brevicompactum P16D2 (T2), T. ceraceum P7D (T3), T. harzianum P14A (T4), T.
inhamatum P21C (T5), T. reesei P27B2.3 (T6) e T. tomentosum P14C2 (T7). O estudo
foi realizado a partir da reativacdo dos fungos preservados pelo método Castellani e
submetidos ao teste de cultura pareada, metabdlitos ndo volateis e termoestabilidade
do extrato bruto. Para o antagonismo pela técnica de cultura pareada, os antagonistas
T1, T4, T6 e T7 foram eficientes contra Colletotrichum theobromicola, com taxas de
inibicdo acima de 50%. No ensaio contra Alternaria japonica, apenas T7 se destacou,
com taxa de inibicdo de 64,76%. Em relacdo a escala de Bell, os valores obtidos
variaram entre 1 e 2, confirmando que todas as linhagens apresentaram potencial para
uso no biocontrole destes fitopatdgenos. Para os testes de antagonismo de
metabalitos ndo volateis, apenas a linhagem T2 foi eficiente contra os fitopatdgenos,
promovendo taxas de inibicdo de crescimento micelial em relacéo a testemunha acima
de 60%. No ensaio de termoestabilidade, apenas a linhagem T2 apresentou atividade,
também com taxas de inibicdo acima de 60% contra os fitopatégenos testados. Este
estudo permite concluir que todas as linhagens testadas possuem potencial para uso
no controle biolégico dos fitopatbgenos confrontados, tendo a linhagem T.
brevicompactum P16D2 se destacado nos trés experimentos, necessitando de
estudos mais aprofundados para determinagdo do uso em campo.

Palavras-chave: Biocontrole. Antagonismo. Antracnose. Alternariose.



ABSTRACT

Biological control is gaining more space every day, becoming part of the management
of various agricultural and forestry cultivars throughout the world. Agricultural
production in the state of Amazonas has been developing gradually over the years,
mainly with the help of small producers who contribute a significant share of production.
One of the most discouraging factors is the occurrence of plant diseases, especially
those caused by fungi. One of the biocontrol agents for phytopathogens most applied
in research in the world are fungi of the genus Trichoderma, which are widely used in
agriculture, and have played a determining role in changing the scenario of biological
control of phytopathogens in Brazil. This study aimed to evaluate in vitro the potential
of seven strains of Trichoderma sp. for biological control of vegetable phytopathogens.
Were evaluating the strains Trichoderma aureoviride P5B (T1), T. brevicompactum
P16D2 (T2), T. ceraceum P7D (T3), T. harzianum P14A (T4), T. inhamatum P21C
(T5), T. reesei P27B2.3 (T6) and T. tomentosum P14C2 (T7). The study was carried
from reactivation of fungi preserved by the Castellani method and subjected to paired
culture testing, non-volatile metabolites and thermostability of the crude extract. For
antagonism using the paired culture technique, the T1, T4, T6 and T7 antagonists were
efficient against Colletotrichum theobromicola, with inhibition rates above 50%. In the
assay against Alternaria japonica, only T7 stood out, with an inhibition rate of 64.76%.
In relation to the Bell scale, the values obtained varied between 1 and 2, confirming
that all strains showed potential for use in the biocontrol of these phytopathogens. For
the antagonism tests of non-volatile metabolites, only the T2 lineage was efficient
against phytopathogens, promoting mycelial growth inhibition rates in relation to the
control above 60%. In the thermostability test, only the T2 lineage showed activity, also
with inhibition rates above 60% against the phytopathogens tested. This study allows
us to conclude that all strains tested have potential for use in the biological control of
the phytopathogens confronted, with the T. brevicompactum P16D2 strain standing out

in the three experiments, requiring further studies to determine its use in the field.

Keywords: Biocontrol. Antagonism. Anthracnose. Alternariosis.
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1. INTRODUCAO

O controle biol6gico vem ganhando mais espaco a cada dia, passando a
integrar os manejos de diversas cultivares, agricolas e florestais, por todo o mundo. O
reconhecimento dos produtores quanto a melhoria da qualidade dos seus produtos e
0 aumento da disponibilidade de recursos de controle biol6gico sdo uns dos aspectos
fundamentais para esta evolucédo (De Medeiros; Silva; Pascholati, 2018). Empresas
especializadas em produtos biolégicos e também as de agroquimicos para aplicacdes
fitossanitarias tém investido cada vez mais em formulacdes bioldgicas no controle de
pragas e doencas de plantas (Monte; Bettiol; Hermosa, 2019).

A venda de produtos como os fungicidas, por exemplo, apresenta no Brasil
um crescimento continuo, o que mostra a necessidade de combate a doencas
causadas especialmente por fungos fitopatogénicos (Morandi; Bettiol, 2009). Algumas
praticas agricolas menos prejudiciais ao meio ambiente vém sendo mais empregadas
(Araujo Neto et al., 2010). Para mitigar estes efeitos negativos de doengas em plantas
tém-se utilizado o controle biolégico, principalmente pelos efeitos sustentaveis
relacionados ao uso (Brito, 2019). Os fungos estéo entre 0s mais importantes agentes
causais de doencas em plantas (Pascholati et al., 2019).

Entre os principais fitopatdgenos que causam doencas e limitam a producao
de hortaligas, destacam-se Colletotrichum sp., Alternaria sp., Phomopsis sp., Botrytis
sp., Botryosphaeria sp., Diplodia sp., Monilinia sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. e
Sclerotinia sp. Esses fitopatbgenos possuem consideravel potencial destrutivo
podendo limitar a produtividade e a qualidade da producéo (Carvalho, 2010;
Maringoni; Silva Junior, 2016; Driscoll, 2020).

O género Trichoderma habita diversas regibes, desde tropicais até
temperadas. Possui alta capacidade reprodutiva, sendo capaz de degradar nutrientes
com facilidade e potencializar a absor¢cdo dos mesmos pelas raizes das plantas, além
de apresentar importancia no biocontrole de fungos patogénicos (Amorim et al., 2016).
Os fungos pertencentes ao género Trichoderma além de serem reconhecidamente
biofungicidas, também podem ser classificados como biofertilizantes, bioestimulantes
e potencializadores da resisténcia contra estresses bibticos e abidticos (De Medeiros
et al., 2019).

Esses fungos sdo reconhecidos por seus importantes beneficios para a

agricultura, como a capacidade de proteger as culturas contra doencas e aumentar o
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rendimento das culturas em condi¢cdes de campo (Harman et al., 2004). Desta forma,
Trichoderma spp. € um agente de biocontrole versatil e com potencial para o
desenvolvimento de produtos biolégicos (Nieto-Jacobo et al., 2017).

O principal interesse econdmico nesse microrganismo esta no potencial de
seus metabdlitos secundarios, que podem ser utilizados para o biocontrole de
fitopatdgenos, como produtor de enzimas que atuam como promotor de crescimento
de plantas (Kashyap et al., 2017). Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar
o0 potencial antagdnico de Trichoderma spp. do bioma Amazdnico contra fungos
fitopatogénicos de hortalicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Producéo agricola no Brasil

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do mundo. A rica biodiversidade
brasileira € fonte de recursos para o Pais, ndo apenas pelos servicos ecossistémicos
providos, mas também pelas oportunidades que representam sua conservacao, uso
sustentavel e patrimdnio genético (BRASIL, 2020).

O agronego6cio tem sido reconhecido como um vetor crucial do crescimento
econdmico brasileiro. Em 2020, a soma de bens e servigos gerados no agronegocio
chegou a R$ 1,98 trilhdo ou 27% do PIB brasileiro. Dentre os segmentos, a maior
parcela é do ramo agricola, que corresponde a 70% desse valor (R$ 1,38 trilhdo)
(CNA, 2021).

A producdo agricola em 2021, cresceu 11,2% em relacdo ao ultimo ano,
alcancando R$ 792,0 bilhdes (CNA, 2022). A estimativa do primeiro trimestre de 2022
para a safra nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas alcancou 258,9 milhdes
de toneladas, 2,3% maior que a obtida em 2021 (253,2 milhdes de toneladas),
correspondendo a um crescimento de 5,7 milhées de toneladas (IBGE, 2022).

Ainda de acordo com levantamentos da Conafer (2021), na outra ponta, temos
uma producdo de hortalicas que é altamente diversificada e segmentada, com
destaque para seis espécies: batata, tomate, melancia, alface, cebola e cenoura. A
producéo de hortalicas além da diversificacdo, tem garantia maior de comercializacéo
e consumo em diferentes regiées do Pais, com destaque para alface, batata, cebola,
cenoura e tomate.

Na producdo de hortalicas a maior concentracdo de cultivo € na regiao
metropolitana de Manaus, destacando-se os municipios de Careiro da Varzea,
Iranduba, Manaus, Manacapuru e Presidente Figueiredo. As culturas desse grupo
com maior expressdao econdmica sao cebolinha (4.276 beneficiarios/444,95 ha),
coentro (4.588 beneficiarios/399,54 ha), macaxeira (6.946 beneficiarios/4.458,28 ha)
e melancia (4.366 beneficiarios/2.980,92 ha) (IDAM,2020).

Apesar da notével producéo de frutas e hortalicas no Brasil, 0 pais enfrenta
sérias perdas devido a incidéncia de pragas e doencas relacionadas as mudancas
introduzidas na agricultura. A expansdo continua das éareas cultivadas e a

intensificacdo das praticas agricolas tém levado a um uso cada vez mais intenso de
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defensivos agricolas. Como resultado, o Brasil ocupa a posi¢cdo de lideranca no
ranking mundial de consumo de agrotoxicos (Lara et al., 2019; FAO, 2023).

As doencas de etiologia fungica quando ndo controladas adequadamente
podem ser devastadoras, reduzindo drasticamente a produtividade e a qualidade da
producédo. Essas podem afetar folhas, peciolos, botdes florais, frutos, caules e sistema
radicular, causando desfolha, queda de vigor, murchas, podriddes e, em alguns casos,
a morte de plantas (To6foli; Domingues, 2018).

Dentre as doencas mais preocupantes estdo aquelas de etiologia fangica, que
como consequéncia levam a diminuicdo na producdo e de acordo com o grau de
severidade, podem resultar até na perda total dos pomares, causando assim grandes
prejuizos econdémicos aos produtores (Braga Junior et al., 2017). A producao agricola
se modernizou, mas ainda existem desafios, 0 mais recente enfrentado pela
agricultura avancada é alcancar rendimentos mais altos de maneira ecologicamente
correta. Assim, ha uma necessidade imediata de encontrar solu¢cdes ecologicamente
corretas, como a aplicagdo mais ampla de agentes de biocontrole (Waghunde et al.,
2016).

2.2.Producéo agricola no Amazonas

A producdo agricola no estado do Amazonas apresenta uma série de desafios
e potencialidades Unicas, impulsionadas pela exuberante biodiversidade da regido e
pela busca por uma agricultura sustentavel. O Amazonas € conhecido mundialmente
pela sua vasta floresta tropical e por abrigar a maior bacia hidrografica do planeta. No
entanto, a agricultura também tem espaco nesse cenario, com esforcos para
desenvolver uma producdo agricola que seja economicamente viavel e
ambientalmente responsavel. Por esse motivo, o Estado possui um imensuravel
potencial para o desenvolvimento da bioeconomia aliada com a sustentabilidade,
porém, na préatica ndo € o que acontece, devido a existéncia de varios fatores que
dificultam esse processo (Willerding et al., 2020).

Além disso, a producéo agricola no Amazonas é fortemente influenciada pelas
praticas de agricultura familiar. Muitas comunidades regionais dependem da
agricultura como principal fonte de renda, sendo responsaveis por uma producao
diversificada e de pequena escala. Essa forma de agricultura tem um papel

fundamental na preservacéo da cultura local e na manutencao da floresta, uma vez
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gue é geralmente realizada de maneira sustentavel, integrando-se aos sistemas
naturais e evitando o desmatamento indiscriminado. A producédo de hortalicas no
estado do Amazonas envolve agricultores familiares e produtores rurais,
principalmente nos municipios da regido metropolitana de Manaus (IDAM,2020).

A agricultura familiar desempenha papel crucial tanto nas economias rurais
guanto na seguranca alimentar global. Segundo dados da Organizacdo das Nacbes
Unidas para Alimentagcao e Agricultura - FAO (2020), mais de 90% das propriedades
agricolas no mundo sdo operadas por familias, e elas séo responsaveis por produzir
cerca de 80% dos alimentos consumidos globalmente.

Dentre as culturas de importancia econémica para a agricultura familiar no
estado do Amazonas destaca-se a cebolinha verde (Allium fistulosum L.) e o couve-
tronchuda (Brassica oleracea L. var. tronchuda Bailey). A antracnose foliar da
cebolinha (Colletotrichum sp.) e a mancha-de-alternaria da couve-tronchuda
(Alternaria sp.) estdo entre os principais problemas desses cultivos no Estado (Vieira
et al., 2019).

A tecnologia de cultivo protegido de hortalicas requer uma constante melhoria
do sistema de producdo, visando sempre o aumento de produtividade, manutencao
da oferta e melhoria da qualidade dos produtos, reducéo dos custos de producéo,
tecnologia de menor impacto ambiental, reducdo do consumo de energia, agua e

defensivos agricolas (Vidal et al., 2016).

2.3.Hortalicas

As hortalicas sdo uma parte importante da alimentacdo humana, pois séo
ricas em vitaminas, minerais e fibras, além de possuirem baixo teor cal6rico. Séo
plantas cultivadas facilmente, o que pode ser feito em pequenas propriedades,
constituindo-se em uma fonte alternativa de renda para pequenos produtores, ja que
apresenta grande rentabilidade por area cultivada, o que € um fator relevante em
localidades onde os tamanhos das propriedades estdo cada vez menores (Brainer,
2019).

Conforme a definicdo da FAO (2012):

Hortalicas sdo plantas anuais, bianuais ou perenes
cultivadas em hortas ou em campo aberto ou sob cultivo

protegido e que séo utilizadas quase exclusivamente como
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alimento; se inclui nesse grupo, plantas classificadas como
cereais ou da familia das leguminosas (graos e/ou vagens),
cujos produtos sao colhidos verdes (tenros ou imaturos);
também se inclui nesse grupo os meldes e melancias por
seu comportamento horticola no cultivo e por serem culturas
temporais como as demais hortalicas. Algumas hortalicas
sao utilizadas unicamente como tempero ou condimento
devido ao seu aroma e sabor.

A producdo de hortalicas esta inserida entre as atividades agricolas mais
importantes do Brasil, e é provavel que néo seja diferente no mundo todo relaciona-
se diretamente ao “abastecimento das necessidades alimentares diarias da
populagao”, e, dada a dimensao continental do Pais, “alternativas de cultivo envolvem
centenas de espécies e variedades, que asseguram sabor, cor, aroma e nutricdo na
mesa” (Carvalho; Kist, 2016, p. 6).

2.3.1. A cultura da cebolinha verde

Dentre as espécies de hortalicas folhosas, a cebolinha, também conhecida
como cebola chinesa, cebolinha verde, cebolinho, pertence a familia Alliaceae,
composta por cerca de 300 géneros e mais de 3.000 espécies distribuidas de maneira
cosmopolita em todo o mundo (Maestrovirtuale, 2022). A cebolinha verde é uma planta
herbacea perene, possui folhas verde-escuras, fistulosas e cilindricas com
comprimento que varia de 25 e 35 cm, suas raizes sdo do tipo bulbos de coloracao
branca, bastante rastica sendo pouco exigente em solo e clima, além disso, adapta-
se a uma ampla faixa de temperaturas (Almeida, 2006; Filgueira, 2008; Agrovel, 2015).

Originaria do continente Asiatico, a cebolinha verde € um dos ingredientes
mais utilizados para atenuar a culinéria brasileira, constituindo um sabor sutil e
caracteristico, é bastante apreciada como condimento, sendo na Regido Norte,
comercializada com outras hortalicas, como o coentro (Coriandum sativum L.) e a
chicéria (Eryngum foetidum L.), esse trio é denominado de cheiro verde, nome que
pode variar dependendo da regido do pais, muito utilizada em larga escala na culinaria
como condimento, agregando aroma e sabor a variadas refeicdes como saladas,

caldos, sopas, carnes e omelete (EMBRAPA, 2018).
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E utilizada como um dos principais temperos para a elaboracio de pratos a
base de peixes, principalmente caldeiradas, um dos pratos mais consumidos pelos
amazonenses (Clement et al., 2001; Heredia et al., 2003). No més de novembro ha
um festival no Amazonas, denominado "Festival do Cheiro Verde", comandado pelas
comunidades do Parana do Limdo, o evento apresenta pratos preparados com
cebolinha e coentro, reunindo diversos amazonenses, que afirmam que o cheiro deste
condimento combina especialmente com pratos tipicos amaz6nicos (Kaneko, 2006).

Ademais das suas qualidades culinarias, a cebolinha verde possui
propriedades nutricionais notaveis, pois representa uma fonte significativa de
vitaminas A, B9 e C, juntamente com minerais como ferro, cobre e manganés. Além
disso, é rico em &cido fdlico, triptofano, isoleucina, leucina e lisina, conforme relatado
em (Costa Junior, 2022). A cebolinha destaca-se também com propriedades
medicinais, uma vez que é rica em antioxidantes que previnem doencas causadas
pelos radicais livres, problemas inflamatdrios e autoimunes, regulam o sistema

imunoldgico, além de atuarem na prevencao de alguns tipos de cancer (Leite, 2020).

2.3.2. A cultura de couve-tronchuda

A couve-tronchuda € uma hortalica arbustiva, anual, herbacea, com caule
vertical, que sempre emite em seu apice novas folhas. Estas se exibem grandes,
arredondadas, com superficie lisa ou onduladas, bordas n&o recortadas, coloracao
verde-clara a verde-escura, cobertas por fina camada de cera, em maior ou menor
quantidade em funcéo de variedades. Seu tamanho varia conforme as variedades ou
hibridos, vigor das plantas, condi¢gbes climaticas, fertilidade do solo e sanidade de
plantas (Aphortesp, 2016).

A familia Brassicaceae € composta por varias espécies vegetais de destaque
dentro da olericultura brasileira, como brdcolis (B. oleracea var. italica L.), couve-
chinesa (B. pekinnensis L.), couve-flor (B. oleracea var. botrytis L.), couve-tronchuda
e repolho (B. oleracea var. capitata L.) (Filgueira, 2000).

E uma das principais espécies cultivadas na agricultura organica, por ser rico
em vitamina C, A, fibras, antioxidantes e minerais como potassio, calcio e ferro,

ajudam a prevenir e tratar doengas como anemia, cancer e pressao alta (Zanin, 2023).
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2.4.Fungos fitopatogénicos

2.4.1. O género Colletotrichum

Colletotrichum € um género de fungos fitopatogénicos que merece atencao
especial, ndo so por sua importancia para o agronegocio, mas também por apresentar
uma grande variacdo morfologica, o que reflete a ampla variabilidade genética que
ocorre entre e dentro das espécies deste género (Da Silva et al., 2020).

Apontado como um dos principais patdogenos causadores de doencas em
plantas, o Colletotrichum € um género de fungo polifago e cosmopolita e, dada a sua
diversidade de estratégias de vida, possui alta complexidade taxonémica (Carboni,
2018). Infectando diversas culturas de importancia econdmica como cereais,
leguminosas, plantas ornamentais, hortalicas e arvores frutiferas (Cannon et al.,
2012).

O género Colletotrichum pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, sub-filo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, sub-classe Hypocreomycetidae, ordem
Glomerellales e familia Glomerellaceae (MYCOBANK DATABASE, 2017). Possui
micélio septado, conidios hialinos e unicelulares, reproducéo assexuada por meio dos
conidios que sado produzidos apicalmente em conidiéforos do tipo acérvulos e
apressorios que sao estruturas de infec¢ao que possibilitam a penetragdo do fungo no
hospedeiro (Putzke; Putzke, 2002).

2.4.1.1. Colletotrichum theobromicola Delacroix

Os fungos do género Colletotrichum sdo considerados entre os principais
patdogenos de plantas devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, e extensao
variedade de hospedeiros e alto nimero de espécies fitopatogénicas. Colletotrichum
theobromicola Delacroix pertence ao filo Ascomycota e a familia Glomerellaceae da
ordem Glomerellales e classe Sordariomycetes, esta espécie é amplamente
distribuida em regifes tropicais e subtropicais, em uma ampla gama de hospedeiros
(GENBANK, 2019).

Segundo Weir et al. (2012), seu ciclo de vida inclui estagios reprodutivos
assexuados e sexuais, as espécies deste género, C. theobromicola causa a doenca

conhecida como antracnose em diversas culturas com importancia em muitos paises.
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A doenca pode ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento da planta, infectando

folhas, brotos, flores e frutos, e reduz até 70% da producao agricola (Junqueira, 2014).

2.4.2. O género Alternaria

O género Alternaria, hifomicetos alternarioides, compreende um grupo de
fungos biologicamente, ecologicamente e morfologicamente rico. A taxonomia desses
fungos tem sido predominantemente baseada em caracteres de conidios, que incluem
forma, cor, septacdo e padrdes de esporulacdo secundaria e, em menor grau, na
associacao do hospedeiro, bioquimica e metabdlitos. Alguns causam sérias doencas
economicamente importantes nas culturas. Ocasionalmente, Alternaria spp. sao
detectados como endofitos ou patdgenos humanos e animais (Lawrence et al., 2016).

Filogeneticamente, o género Alternaria pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, sub-flo Pezizomycotina, classe Dothideomycetes, sub-classe
Pleosporomycetidae, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceae (MYCOBANK
DATABASE, 2017). As espécies desse género tém sido descritas, principalmente,
baseado na morfologia e/ou especificidade do hospedeiro (Woudenberg et al., 2014).

De acordo com Téfoli e Domingues (2018), esse género possui conidios de
tamanho varidvel, multicelulares, ovoides ou obclavados, em vérias tonalidades de
marrom, com septos longitudinais e, as vezes, obliquos. As colénias em meio de
cultura sdo geralmente difusas, de cinza-claro a negras, podendo apresentar halos de
crescimento concéntricos e tingir o meio de cultura com pigmentos amarelo-
alaranjados.

Apresentam coloracdo palha, parda ou ouro claro, com septos transversais e
poucos ou nenhum longitudinal (Tofoli; Domingues, 2018). Os conidios sdo inseridos
em conidiéforos septados, retos ou sinuosos, que ocorrem isolados ou em grupos
(Tofoli et al., 2015). As populacdes de Alternaria spp. sao caracterizadas por se
apresentarem morfologicamente heterogéneas, diferindo quanto a coloracdo do
micélio, producdo de pigmentos em meio de cultura, presenca ou auséncia de
esporulacdo em condicGes de laboratério, bem como, quanto a patogenicidade e
agressividade (Tofoli; Domingues, 2015).

Fungos desse género sobrevivem entre um cultivo e outro em restos de cultura,
em solanaceas suscetiveis ou no solo na forma de micélio, esporos ou clamiddsporos.

Os conidios caracterizam-se por serem altamente resistentes a baixos niveis de
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umidade, podendo permanecer viaveis por até dois anos nestas condi¢cdes (Tofoli;
Domingues; Zanotta, 2017).

Havendo umidade e calor suficientes, os conidios germinam e infectam as
plantas rapidamente, podendo o fungo penetrar diretamente pela cuticula ou atraves
de estdmatos (Tofoli; Domingues; Zanotta, 2017). Apds a penetracdo, os sintomas da
doenca sdo evidentes de quatro a sete dias apds o inicio da infeccdo. A sua
disseminacao ocorre principalmente pelo plantio de sementes infectadas, acao de
ventos, dguas de chuva e irrigacao, circulagdo de pessoas e equipamentos agricolas
(Tofoli; Domingues; Zanotta, 2017).

2.4.2.1. Alternaria japonica Yoshii

A A. japonica pertencente ao reino Fungi, ao filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Dothideomycetes, subclasse Pleosporomycetidae, ordem
Pleosporales e familia Pleosporaceae (MYCOBANK DATABASE, 2017).

A secao Japonica € composta por duas espécies (A. japonica e A. nepalensis)
isolado de Brassicaceae. Os conidiéforos primarios sao curtos a longos, simples ou
as vezes ramificados, contendo um unico locus conidiogénico. Os conidios sao curtos
para ovoide longo com septos transversais e longitudinais, constricdes no maximo
septos transversais, em cadeias curtas. Um locus conidiogénico apical pode dar

origem a um conidiéforo secundario (Lawrence et al., 2013).

2.5.Controle bioldgico

O controle biologico ou biocontrole é um método de controle de pragas
agricolas e dos insetos transmissores de doencas a partir do uso de seus inimigos
naturais, que podem ser outros insetos benéficos, predadores, parasitoides, e
microrganismos, como fungos, virus e bactérias, ou seja, € um método de controle
racional e sadio, que tem como objetivo final usar esses inimigos naturais que nao
deixam residuos nos alimentos e ndo causam danos ao meio ambiente e a saude da
populacdo (EMBRAPA, 2019).

O biocontrole é a reducdo do inéculo ou das atividades determinantes da
doenca causadas por um patdgeno, realizada por ou através de um, ou mais

organismos que ndo o homem, ou ainda a destruicdo parcial ou total de patégenos
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por outros organismos frequentemente encontrados na natureza (Agrios, 2005). De
Medeiros et al. (2018), definem o biocontrole como qualquer interferéncia negativa no
crescimento, infectividade, viruléncia, agressividades ou outros atributos de outro

microrganismo pode ser considerado controle bioldgico.

2.5.1. Microrganismos no controle bioldgico de fitopatdgenos

O controle bioldgico é definido como a acdo de organismos que mantém a
populacdo de outros organismos considerados pragas ou doencas, em um nivel mais
baixo do que ocorreria em sua auséncia (Batista Filho, 2006). Ele tem sido utilizado
como uma alternativa sustentavel, por meio da aplicacdo de microrganismos
antagonistas a patdégenos habitantes do solo (Melo, 2020).

Para o controle de doencas, buscam-se por microrganismos de vida livre
(saprofiticos), ou colonizadores de superficies vegetais e hiperparasitas (fungos que
parasitam outros fungos) ou, ainda, colonizadores de tecidos internos das plantas
(endofiticos). Agentes de biocontrole podem atuar por mecanismos de agdo diretos
(competicdo, parasitismo e antibiose), ou indiretos (promocdo de crescimento e
inducdo de resisténcia). Existem na literatura especializada, relatos de uma
diversidade de microrganismos, principalmente fungos e bactérias, utilizados no
controle de fungos fitopatogénicos (Pal; Gardener, 2006; Morandi; Bettiol, 2009).

O sucesso no uso de organismos antagonistas no controle de doencas esta
relacionado ao conhecimento da ecologia e fisiologia. E necessario saber qual é o
nivel de resisténcia suportado pelo antagonista, como € seu comportamento e
crescimento em diferentes substratos, qual sua resisténcia a produtos quimicos e
como € a relacdo entre patdgeno, hospedeiro e o ambiente em que ambos estédo
inseridos (solo, planta etc.) (Morandi et al., 2014).

Trichoderma spp. € o fungo mais estudado e utilizado como agente de controle
bioldgico, principalmente, de fitopatégenos habitantes do solo, e, mais recentemente,
como bioestimulante na promocdo de crescimento de plantas e aumento de
produtividade (Woo et al., 2014). Por possuir um estilo de vida versatil, € aplicavel de
diversas maneiras na agricultura e que sado eficazes frente a distintos tipos de
patbgenos, em numerosos cultivos, em diferentes partes da planta e ndo séo
patogénicos aos seres humanos e a outros animais, além de agirem em condicdes

ambientais e edaficas distintas (Monte et al., 2019). Estes séo considerados Unicos,



26

ja que muitos de suas espécies possuem a capacidade de parasitar outros fungos e,
uma analise gendmica entre espécies desse género sugeriu que o micoparasitismo &

uma propriedade inata desse género (Kubicek et al., 2019).

2.5.2. O género Trichoderma e seu papel no biocontrole de fitopatégenos

Os fungos do género Trichoderma pertencem ao filo Ascomycota, subdivisdo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Hipocreaceae
(Bonini et al., 2020). S&o espécies descritas como cosmopolitas, saproéfitos, com
reproducao assexuada que podem ser encontradas tanto em regides de clima tropical,
como em regides de clima frio e em temperatura extremas, como em solo antartico
(Macias-Rodriguez, 2020). Podendo ser encontrados mais facilmente em solos de
regides que apresentam clima temperado e tropical (Nozaki et al., 2018).

A principal caracteristica das espécies de Trichoderma é que sao dotadas de
grande oportunismo, apresentando alta capacidade de colonizar a rizosfera das
plantas e muitos substratos com diferentes caracteristicas, em ambientes tdo distintos
como os da Antartida, Caribe, Amazbnia ou Saara. A maioria das cepas de
Trichoderma vive em climas temperados e solos acidos. Porém, podem produzir
estruturas de resisténcia, clamidésporos e microesclerédios, e com isto sdo capazes
de sobreviver em condi¢cdes muito adversas (Monte et al., 2019).

Além disso, tém sido obtidas cepas de Trichoderma com potencial de
biocontrole de fitopatdgenos que crescem em altas temperaturas, solos salinos ou
alcalinos e sob condi¢des de baixa umidade (Monte et al., 2019). S&o, ainda, fungos
comercializados por algumas empresas na forma de pos molhaveis, granulos
dispersiveis, suspensfes concentradas, 6leos emulsionaveis, graos colonizados e
esporos secos (Fantinel, 2018).

A reproducéo do Trichoderma, nas espécies onde a fase sexuada é conhecida,
€ caracterizada pela formacéao de corpos de frutificacdo do tipo peritécio, formados em
estromas de coloracdo verde, amarelada, creme ou marrom, produzidos sobre o
substrato colonizado. Nos peritécios sdo formados ascos cilindricos contendo oito
ascosporos bicelulares, gue se fragmentam em 16 esporos esverdeados ou hialinos
(Abreu; Pfenning, 2019).

Na fase assexuada, sdo formados, a partir do micélio vegetativo, conidiéforos

com um eixo central e ramificacdes laterais, que terminam em espirais divergentes de
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células conidiogénicas do tipo fidlide, com formato de garrafa ou alongadas. Na ponta
das fialides sdo produzidos os tipicos conidios unicelulares, esféricos, ovais ou
alongados, de cor verde na maior parte das espécies. Os conidiéforos sdo comumente
agregados em pustulas ou ‘tufos’ espalhados pela colénia (Abreu; Pfenning, 2019).

Esses agentes de controle biolégico amplamente estudados, sao
oportunistas, simbiontes de plantas, fortes competidores no ambiente do solo,
constituem fontes de enzimas degradadoras de parede de outros fungos, séo,
também, produtores de antibidticos e parasitas de fungos fitopatogénicos (Kumar et
al., 2011). Sao reconhecidos por seus importantes beneficios para a agricultura, como
a capacidade de proteger as culturas contra doencas e aumentar o rendimento das
culturas em condi¢cbes de campo (Harman et al., 2004).

Plantas tratadas com Trichoderma, além de possuirem habilidade para
suprimir o crescimento de fitopatégenos, podem induzir resisténcia sistémica (RSI) a
doencas e/ou promover o crescimento das plantas, aumentando a germinacédo das
sementes, ramificacdo e crescimento de raizes, brotacdo de estacas, crescimento de
ramos, incremento de area foliar e aumento no rendimento das culturas (Mello et al.,
2020).



28

3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Selecionar linhagens de Trichoderma spp. com potencial para controle

biologico de fitopatdgenos de cebolinha e couve.

3.2.0bjetivos especificos

Avaliar o crescimento, esporulacdo e a atividade enzimatica de Trichoderma
spp.;

Selecionar linhagens de Trichoderma spp. pelas técnicas da cultura pareada,
metabdlitos ndo volateis e metabdlitos ndo volateis termoestaveis para biocontrole de
C. theobromicola;

Selecionar linhagens de Trichoderma spp. pelas técnicas da cultura pareada,
metabdlitos ndo volateis e metabdlitos ndo volateis termoestaveis para biocontrole de

A. japonica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.0rigem das linhagens de Trichoderma spp.

Foram utilizadas sete linhagens de Trichoderma spp. obtidas da rizosfera da
espécie Piper marginatum Jacq. pertencente a familia Piperaceae, chamada
popularmente por capeba, malvarisco, pimenta-do-mato, caapeba-cheirosa e nhandi
(Tabela 1). Os experimentos foram realizados contra dois fitopatégenos, sendo eles:
C. theobromicola, isolado de lesdes de antracnose em cebolinha e A. japonica,
provenientes de lesdes em folhas de couve. Todos os fungos utilizados neste estudo
foram cedidos pelo Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana —
LPBOM, localizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM, todos os

experimentos foram executados no referido laboratorio.

Tabela 1 - Linhagens de Trichoderma spp. utilizadas neste estudo

Linhagens Cddigo na Colecéo (LPBOM) e(xjsgriign?err;ct)c?s
Trichoderma aureoviride P5B T1
Trichoderma brevicompactum P16D2 T2
Trichoderma ceraceum P7D T3
Trichoderma harzianum P14A T4
Trichoderma inhamatum P21C T5
Trichoderma reesei pP27B2.3 T6
Trichoderma tomentosum P14C2 T7

4.2.Reativacao das linhagens e confirmacé&o da pureza

Culturas monosporicas de todos os fungos foram reativadas primeiramente
em tubos de ensaio contendo caldo glicosado 2% e incubados por sete dias a 28 °C.
Apos detectado crescimento, fragmentos das coldnias foram transferidos para tubos
de ensaio inclinados contendo meio de cultivo BDA (Batata-Dextrose-Agar pH 6,8;
infusdo de 200 g de batata, 20 g de dextrose e 17 g de &gar, 1000 mL de &gua
destilada, preparado no laboratério e autoclavado, acrescido de 50 mg/L de antibidtico

Cloranfenicol para inibicdo do crescimento de bactérias.
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Logo apo6s foram incubados por mais sete dias a 28 °C. Apds o crescimento,
as colonias foram repicadas para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de
cultura BDA e incubadas por mais sete dias a 28 °C.

Para avaliacdo micromorfoldgica, foi feito microcultivo utilizando-se o meio BDA
pela técnica do microcultivo em lamina (Riddell, 1950), onde blocos do respectivo meio
medindo 10 x 10 mm foram disposto no centro de uma lamina de vidro esterilizada e
nas quatro paredes dos blocos foram feitas inoculagdes de micélio das linhagens de
Trichoderma spp. Posteriormente, as laminas contendo os blocos foram colocadas em
placas de Petri forradas com papel filtro, umidificado com 2 mL de agua destilada
esterilizada.

Os blocos foram cobertos com laminulas de vidro e as placas foram incubadas
por quatro a cinco dias sob fotoperiodo de 12 h a 25 °C. Passado o periodo de
incubacdo, as laminulas foram destacadas e transferidas para novas laminas
contendo o corante azul de lactofenol, que cora as estruturas reprodutivas fungicas
sem promover o rompimento celular. As laminas foram observadas em microscépio

de luz para confirmacéo da esporulacao e pureza das linhagens.

4.3.Avaliacdo do crescimento micelial e esporulacao

Apbs o crescimento das colonias nas placas de Petri, foram preparadas
suspensdes de esporos retirando-se dez discos miceliais (5 mm) da area de borda
das colbnias e transferindo-os para tubos de ensaio contendo 10 mL da solucdo de
agar-agar 0,1%. Os tubos foram agitados em agitador vértex de bancada por um
minuto.

Apos isso, 5 uL foram inoculados no centro de placas de Petri (90 x 15 mm)
contendo os meios AFA (agar farinha de aveia — infusdo de 60 g de farelo de aveia;
13 g de agar; pH 6; 1000 mL de a4gua destilada), BDA (agar batata dextrosado) e AFM
(agar farinha de milho — infusdo de 2 g de farinha de milho; agar 15 g; pH 6; 1000 mL
de agua destilada). Estes meios séo utilizados em estudos da morfologia de fungos
do género Trichoderma por permitirem a observacéo de caracteristicas morfoldgicas
estaveis (Gams; Bisset, 1998). As placas foram incubadas por cinco dias em estufa
BOD a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h. Foram realizadas medi¢des perpendiculares

das colbnias a cada 24 h com auxilio de um paquimetro digital, ao fim do experimento
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foi calculado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) por dia, utilizando

a formula de Oliveira (1991):

IVCM = 2%

Onde:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial, em mm, por dia;
D = diametro média atual da coldnia, em mm;

Da = diametro médio da colbnia no dia anterior, em mm;

N = nimero de dias.

Apos a finalizacdo do experimento, as placas foram cobertas com 10 mL de
solucéo esterilizada de Tween 80 (0,1%) e NaCl (0,9%). Foi utilizado um pincel de
cerdas macias para auxiliar no desprendimento dos esporos.

O conteudo foi filtrado com gaze esterilizada e recolhido em béqueres, onde
cerca de 1 mL dessa suspensao foi diluido em 9 mL da mesma solucao citada em
tubo de ensaio. Logo apos, 10 pL dessa diluicdo foram transferidos para Camara de
Neubauer para contagem, sendo os resultados expressos em esporos/mL (Alfenas;
Zauza; Mafia, 2007).

4.4.Avaliacdo da atividade enzimética

Foi realizado ensaio qualitativo para determinacdo da atividade enzimética.
Discos miceliais de 5 mm das linhagens previamente cultivadas por sete dias foram
inoculados em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo o meio GYP (10 g de glicose;
0,1 g de extrato de levedura; 0,5 g de peptona; 16 g de agar por litro com pH = 6,0)
suplementado com substrato especifico para cada enzima (Toghueo et al., 2017). As
placas foram incubadas por cinco dias a 25 °C, sendo considerada positiva a formacgao
zonas translucidas ou claras ao redor da colénia (Hankin; Anagnostakis, 1975).

A atividade amilolitica foi avaliada em meio GYP suplementado com amido
soltvel (2 g L), pH 6.0, e ap6s a incubacdo a atividade da enzima foi revelada com
solucéo de lugol contendo 1% de iodo e 2% de iodeto de potassio.

A atividade celulolitica foi avaliada em meio GYP suplementado com 0,5% de

carboximetilcelulose, pH 6.0, onde apo0s a incubacgéo a atividade foi revelada com
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solucéo aquosa de vermelho congo e posteriormente com solucdo de NaCl a 0,5 M
por 15 minutos.

A atividade de lacase foi avaliada em meio GYP suplementado com 0,05 g/L
de a-naftol, pH 6.0, sendo considerada a atividade positiva com alteracao de cor do
meio de claro para azul.

A atividade lipolitica foi avaliada no meio agar peptona (10 g de peptona; 5 g
de NacCl; 0,1 g de CaCl2.2H20; 16 g de agar por litro com pH = 6,0) suplementado com
1% de Tween 20 esterilizado separadamente.

4.5.Teste de patogenicidade dos fitopatogenos

Para confirmagcdo do potencial patogénico dos fitopatbgenos a serem
confrontados, foi realizado o teste de patogenicidade (Postulado de Koch) em mudas
de cebolinha e couve. Os fitopatdgenos avaliados foram C. theobromicola e A.
japonica, também cedidos pelo laboratério LPBOM da FCA/UFAM.

Os fitopatdogenos foram reativados em tubos de ensaio contendo caldo
glicosado 2% e incubados por sete dias a 28 °C em estufa BOD. ApGs o crescimento,
foram preparadas solu¢des de esporos cujas suspensodes foram padronizadas em 1 x
10° esporos mL! a partir de contagem em camara de Neubauer (Alfenas; Zauza;
Mafia, 2007).

Uma vez ajustadas, as suspensdes de esporos dos fitopatdbgenos foram
borrifadas sobre mudas sadias de cebolinha e couve, respectivamente C.
theobromicola e A. japonica. O controle negativo consistiu apenas de agua destilada
esteéril.

As mudas foram incubadas em camara umida durante 48 h ou até que fosse
observado o surgimento de sintomas caracteristicos das doencas causadas pelos
fitopatégenos supracitados. Apos a deteccdo, as mudas foram removidas da camara
Uumida e ficaram em observacao por sete a dez dias, onde apds esse periodo foi
realizado o reisolamento dos fitopatdgenos a partir das lesdes causadas por ambos

nas folhas.

4.6.Ensaios de antagonismo
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4.6.1. Antagonismo por cultura pareada

O primeiro experimento realizado foi o teste da cultura pareada, onde ocorre o
confronto direto entre o fitopatbgeno e o potencial antagonista a ser avaliado,
conforme metodologia de Dennis e Webster (1971). Em placas de Petri medindo (90
x 15 mm) contendo 20 mL do meio BDA, foi inoculado a 1 cm da borda um disco de
micélio do fitopatdgeno, as placas foram incubadas a 25 °C por 48 h, apds isso na
outra extremidade da placa foi inoculado um disco de micélio das linhagens de
Trichoderma spp. com potencial antagbnico a ser investigado. O controle deste
experimento consistiu de placas contendo apenas o disco do fitopatégeno, sem as
linhagens de Trichoderma.

ApoOs a inoculacdo das linhagens de Trichoderma spp., as placas foram
distribuidas ao acaso em estufa BOD e incubadas a 25 °C por até sete dias ou até
gue o controle crescesse sobre toda a superficie do meio de cultura. O delineamento
experimental deste experimento foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes.
Apos a incubacao, o tamanho em mm das coldnias dos fitopatdgenos foi medido com
auxilio de paquimetro digital para determinacdo do percentual de inibicdo de

crescimento micelial (PIC) através da formula de Menten et al. (1976): PIC =

Dia tro da test ha — Dia tro do trat t . < -
lametro 03 festemunna — J1ameTro do raamen™ x 100 e os dados foram submetidos & andlise

Didmetro da testemunha

de variancia.

Em contribuicdo para a selecao de potenciais antagonistas, passado o periodo
de incubacgéo, as linhagens de Trichoderma spp. foram classificadas conforme escala
de Bell et al. (1982) adaptada por Costa et al. (2019). Onde foram atribuidas notas
para cada Trichoderma spp. em confronto com os fitopatdgenos.

As escalas de nota variam de 1 a 5, dos quais: 1 — 0 potencial antagonista
cresce sobre o fitopatdgeno e ocupa toda a superficie da placa de Petri; 1,5 — o
potencial antagonista cresce sobre 7/8 da placa; 2 — o potencial antagonista cresce
sobre 2/3 da placa; 2,5 — o potencial antagonista cresce sobre 5/8 da placa; 3 — 0
potencial antagonista e fitopatdbgeno crescem até a metade da placa; 3,5 — o potencial
antagonista cresce sobre 3/8 da placa; 4 — o potencial antagonista cresce sobre 1/3
da placa; 5 — o potencial antagonista ndo cresce na placa. Foram consideradas
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potenciais antagonistas as linhagens de Trichoderma spp. que receberam notas iguais

ou menores que 2.

4.6.2. Antagonismo por metabdlitos ndo volateis

O efeito dos metabalitos volateis das linhagens de Trichoderma spp. sobre os
fitopatdgenos foi avaliado conforme metodologia de Isaias et al. (2014). Para isso, as
linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL
contendo 100 mL de caldo batata-dextrose, pH 6,8. A incubac&o ocorreu em agitador
orbital a 150 rpm, 25 °C em auséncia de luz por sete dias.

O caldo fermentado obtido contendo metabdlitos foi filtrado em bomba a vacuo
trés vezes. Primeiro com papel filtro para remoc¢éo da biomassa micelial, depois em
membrana filtrante de 0,45 um e por ultimo com membrana filtrante de 0,22 um para
a esterilizacao total do extrato metabdlico.

Apos isso, 0 extrato obtido de cada potencial antagonista foi adicionado em
meio BDA na proporcéo de 25% (v/v), que foi posteriormente vertido em placas de
Petri (90 x 15 mm). Apos a solidificacdo do meio, foi inoculado no centro de cada placa
disco micelial de 5 mm de cada fitopatdgeno separadamente.

O controle deste experimento consistiu de cada fitopatbgeno inoculado em
meio BDA isento dos filtrados dos potenciais antagonistas. As placas foram incubadas
a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h por até sete dias ou até que os controles crescessem
sobre toda a superficie das placas.

O delineamento deste experimento foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Ao final do experimento, foi mensurado perpendicularmente o tamanho
das coldnias dos fitopatdgenos em mm para determinacao da porcentagem de inibicdo
(PIC) conforme descrito no experimento anterior e os dados foram submetidos a

andalise de variancia.

4.6.3. Antagonismo por metabdlitos ndo volateis termoestaveis

O antagonismo através da termoestabilidade dos metabdlitos néo volateis foi
realizado conforme metodologia de Kupper et al. (2003), com adaptacdes. Cerca de
25 mL do caldo fermentado bruto obtido no experimento anterior foi transferido para

outro frasco Erlenmeyer contendo 75 mL de &gar batata dextrose, na proporc¢éao final
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de 25% (v/v). O meio foi esterilizado por 15 min a 121 °C, sendo em seguida vertido
em placas de Petri (90 x 15 mm).

ApoOs a solidificacdo do meio, discos miceliais dos fitopatdgenos foram
inoculados no centro das placas, tendo como controle o meio BDA isento do extrato
dos potenciais antagonistas. As placas foram incubadas a 25 °C sob fotoperiodo de
12 h por até sete dias ou até que os controles crescessem sobre toda a superficie das
placas.

O delineamento deste experimento também foi inteiramente casualizado com
quatro repeticbes. Apds a incubacdo, foi mensurado o tamanho da colénia dos
fitopatdgenos em mm para determinacao da porcentagem de inibicdo de crescimento

(PIC) conforme o ensaio anterior e os dados foram submetidos a analise de variancia.

4.7. Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados com delineamento inteiramente
casualizado. Os ensaios de antagonismo foram realizados com quatro repeti¢coes,
sendo considerados oito tratamentos (sete linhagens de Trichoderma mais a
testemunha) contra cada fitopatdgeno.

Os experimentos de crescimento micelial e esporulagao foram realizados com
trés repeticbes. Os dados de esporulacdo foram analisados em arranjo fatorial,
considerando sete fungos frente trés meios de cultura.

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia seguida de
teste de comparagdo de médias com auxilio do software Sisvar (Ferreira, 2011). Foi
aplicado o teste de Tukey e foram considerados significativos os tratamentos que

apresentaram nivel de significancia menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Viabilidade e pureza das linhagens de Trichoderma spp.

Todas as sete linhagens de Trichoderma avaliadas apresentaram bom
crescimento, foi possivel observar que as caracteristicas macro (Figura 1) e
microscopicas (Figura 2) das colénias foram mantidas, ndo sendo detectada nenhuma

contaminacao por bactérias, acaros ou outros fungos.

Figura 1 - Morfologia das linhagens de Trichoderma spp. reativadas em meio BDA apoés sete dias. A —
T. aureoviride P5B, B - T. brevicompactum P16D2, C - T. ceraceum P7D, D - T. harzianum P14A, E -
T. inhamatum P21C, F - T. reesei P27B2.3, G - T. tomentosum P14C2

-

Fonte: A autora

Figura 2 - Conidioforos (A, B, D, F, H, J, L), conidios (C, E, G, I, K, M) e clamidésporos (N) de
Trichoderma spp. cultivados em meio BDA por cinco dias. Trichoderma aureoviride T1 (A, B, C, N); T.
ceraceum T3 (D, E); T. harzianum T4 (F, G); T. tomentosum T7 (H, I); T. brevicompactum T2 (J, K); T.
reesei T6 (L, M)
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Fonte: A autora

Os fungos sdo microrganismos que apresentam crescimento lento, podendo
levar no minimo sete dias para crescer totalmente sobre a superficie do meio de
cultura em placa de Petri. Esse fato ainda pode sofrer influéncia de varios fatores como
concentracdo e fontes de carbono e nitrogénio, pH, temperatura e luminosidade
(Rajput et al., 2014; Ghazanfar; Raza; Raza, 2018; Moreno-Ruiz et al., 2020), que

interferem significativamente na fisiologia e metabolismo desses individuos. As
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linhagens do género Trichoderma apresentam crescimento bastante acelerado em
comparacao com outros géneros, fato que é satisfatério quando se deseja produzir
biomoléculas ou experimentos utilizando estes individuos (Halifu et al., 2019; Liu et
al., 2020).

As colec¢des de culturas microbianas sdo uma forma bastante eficaz de manter
bancos de germoplasma ativos, pois uma vez que se isola um microrganismo, seja
ele, fungo ou bactéria, e se aplica as técnicas de preservacao ideais, as linhagens se
mantém vidveis por longos anos desde que se faca a manutencao regular (Sakr, 2018;
Felipe et al., 2019; Ruffatto; Ziem; Maciel, 2021), o que de certa forma contribuiu
significativamente com a viabilidade das linhagens de Trichoderma utilizadas neste
estudo.

Os métodos mais comuns de preservacdo de fungos sdo os métodos de
Castellani e a preservacdo em 6leo mineral, onde fragmentos das col6nias
previamente cultivadas séo transferidas para frascos contendo respectivamente agua
destilada, que é esterilizada por trés dias consecutivos, ou Oleo mineral. Essas
técnicas sdo consideradas bastante eficientes, pois as culturas se mantém viaveis e
biologicamente ativas, como constatado nos estudos de Oliveira et al. (2021) e Matias
et al. (2022).

5.2.Crescimento e esporulacéao de Trichoderma spp.

Todas as linhagens de Trichoderma apresentaram crescimento micelial
excelente (Figuras 3 a 9). O IVCM obtido variou de 15,52 a 16,26 mm em meio AFA
(Tabela 2); de 14,04 a 15,97 mm em meio BDA (Tabela 3); e entre 15,73 a 16,05 mm
em meio AFM (Tabela 4). Os fungos do género Trichoderma apresentam crescimento
muito acelerado, essa caracteristica € muito bem vista pois permite, por exemplo, que
individuos deste género consigam colonizar e se desenvolver rapidamente no interior
das plantas, caracteristica que os favorece em competicdo com potenciais
fitopatdgenos de importancia agricola (Oszust; Cybulska; Frac, 2020; Ali, 2021; Gugclu;
Ozer, 2022).
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Figura 3 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma aureoviride P5B (T1) durante cinco dias

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora

Figura 4 - Crescimento e esporulacao de Trichoderma brevicompactum P16D2 (T2) durante cinco dias

48 h 72 h 9%h  120h

y

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora



39

Figura 5 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma ceraceum P7D (T3) durante cinco dias

Fonte: A autora

Figura 6 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma harzianum P14A (T4) durante cinco dias

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora
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Figura 7 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma inhamatum P21C (T5) durante cinco dias

48 h 72 h 96 h 120 h

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora

Figura 8 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma reesei P27B2.3 (T6) durante cinco dias

48 h 72 h

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora



48 h

Figura 9 - Crescimento e esporulacdo de Trichoderma tomentosum P14C2 (T7) durante cinco dias

72 h

AFA — agar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — agar farinha de milho
Fonte: A autora
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Tabela 2 - Crescimento micelial médio (em mm) e indice de crescimento micelial (IVCM) em mm por

dia de linhagens de Trichoderma spp. cultivadas em meio AFA durante cinco dias

Linhagens 24 h 48 h 72h 96 h 120 h IVCM
T. aureoviride P5B 3,23 19,98 43,36 84,53 84,53 16,26 a
T. brevicompactum P16D2 6,91 16,99 49,10 84,53 84,53 1552 a
T. ceraceum P7D 5,10 48,36 59,57 84,53 84,53 15,89a
T. harzianum P14A 4,49 17,38 56,53 84,53 84,53 16,01 a
T. inhamatum P21C 3,95 25,93 56,59 84,53 8453 16,12 a
T. reesei P27B2.3 3,62 17,84 54,83 84,53 84,53 16,18 a
T. tomentosum P14C2 3,21 19,29 52,47 84,53 84,53 16,26 a

CV (%) 1,83

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de

Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variagdo
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Tabela 3 - Crescimento micelial médio (em mm) e indice de crescimento micelial (IVCM) em mm por
dia de linhagens de Trichoderma spp. cultivadas em meio BDA durante cinco dias

Linhagens 24 h 48 h 72h 96 h 120 h IVCM
T. aureoviride P5B 6,72 34,14 72,80 84,53 84,53 15,56 a
T. brevicompactum P16D2 4,70 21,67 57,60 84,53 84,53 15,97 a
T. ceraceum P7D 14,33 66,37 75,10 84,53 84,53 14,04b
T. harzianum P14A 5,42 35,39 77,75 84,53 84,53 15,82a
T. inhamatum P21C 4,77 35,02 75,88 84,53 84,53 1595a
T. reesei P27B2.3 5,22 38,25 78,32 84,53 84,53 15,86a
T. tomentosum P14C2 4,97 34,27 74,74 84,53 84,53 1591a

CV (%) 1,43

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variagédo

Tabela 4 - Crescimento micelial médio (em mm) e indice de crescimento micelial (IVCM) em mm por
dia de linhagens de Trichoderma spp. cultivadas em meio AFM durante cinco dias

Linhagens 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h IVCM
T. aureoviride P5B 4,36 30,60 62,30 84,53 84,53 16,03a
T. brevicompactum P16D2 5,86 20,77 58,93 84,53 8453 15,73b
T. ceraceum P7D 5,20 46,33 55,47 84,53 8453 15,87ab
T. harzianum P14A 4,38 30,05 59,86 84,53 84,53 16,03a
T. inhamatum P21C 5,15 29,82 62,83 8453 8453 15,88ab
T. reesei P27B2.3 4,71 11,20 49,49 8453 84,53 1596a
T. tomentosum P14C2 4,27 27,87 57,68 8453 8453 16,05a
CV (%) 0,49

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variagdo

Em relacdo a esporulacdo (Tabela 5), o meio BDA foi o mais eficiente para
todas as linhagens seguido pelo meio AFA. A linhagem T. inhamatum apresentou
esporulacdo apenas em BDA. O meio BDA néo foi tdo importante para T. ceraceum
guanto o meio AFM, onde apresentou a maior taxa de esporulacdo dentre as linhagens
testadas.
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Tabela 5 - Concentracao de esporos por mL de linhagens de Trichoderma spp. cultivados em diferentes
meios de cultura durante cinco dias

Fungos AFA BDA AFM
T. aureoviride P5B 1,97 x10'b B 2,30 x 108 a BC 2,92x10'bB
T. brevicompactum P16D2 229x108b A 488 x10%aA 6,85 x 10" c AB
T. ceraceum P7D 232x10°bB 1,15x10%aD 8,33x10°cC
T. harzianum P14A 1,24x10% a A 1,71x108aBCD 5,85x10° b AB
T. inhamatum P21C ObC 3,20x 10" aE ObC
T. reesei P27B2.3 1,46 x 108 a A 1,55 x 108 a CD 4,92 x 10" b AB
T. tomentosum P14C2 1,54 x 108 b A 2,76 x 102 aB 1,03x10%b A
CV (%) 17,68

AFA — &gar farinha de aveia; BDA — 4gar batata dextrose; AFM — &gar farinha de milho

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de
variagdo. Os dados foram transformados em raiz quadrada para analise estatistica

A esporulacdo € um processo reprodutivo importante na dispersao de conidios
que irdo dar origem a novas coldnias. E comum que fungos que passem por
sucessivos repigues ou passem muito tempo sem manuten¢do percam a capacidade
de esporular, sendo necesséario induzir situacbes de estresse para que essa
capacidade seja regenerada (Senanayake et al., 2020; Jacques et al., 2021; Abuhena
et al., 2022; Mattoo; Nonzom, 2022; Bala et al., 2023).

O meio BDA parece ser o mais comumente utilizado em estudos com
Trichoderma pois € de facil preparo e fornece todos os nutrientes necessarios para o
crescimento e reproducéo de fungos desse género (Azevedo et al., 2020; Gu et al.,
2020; Matas-Baca et al., 2022). A utilizacdo de diferentes meios de cultura na
micologia € uma estratégia bastante comum, mas depende diretamente da espécie
com que se esta trabalhando, o que pode influenciar significativamente na producéo
de biomassa ou esporos, como observado no estudo de Ghazanfar e Raza (2018)
com T. asperellum e T. harzianum. Além disso, carateristicas como o pH, temperatura,
luminosidade, radiacdo, dentre outros também podem influenciar nessas variaveis
(Oliveira et al., 2019; Moreno-Ruiz et al., 2020; Andrés et al., 2022).

5.3.Atividade enzimética de Trichoderma spp.

No ensaio qualitativo de determinacdo da atividade enziméatica (Figura 10;
Tabela 6), foi observada atividade expressiva de amilase, onde a linhagem T.
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inhamatum foi a que mais se destacou. Foi observada atividade celulolitica em quase
todas as linhagens, com excecéo de T. brevicompactum e T. inhamatum.

A atividade lipolitica foi observada nas linhagens com exceg¢do de T.
inhamatum. Nenhuma linhagem apresentou atividade para lacase. Esses resultados
permitem concluir que o tempo de preservacéo nao alterou a fisiologia dos isolados,
pois mesmo apos 15 anos de isolamento e preservacdo, a maquinaria celular esta

ativa, o que confirma a viabilidade dos mesmos para estudos biotecnolégicos.

Figura 10 - Atividade enzimética qualitativa de Trichoderma spp.

T. aureoviride T. brevicompactum T. ceraceum T. harzianum T. inhamatum T. reesei T. tomentosum
Amilase o o o Q

Celulase

Lacase

Fonte: A autora

Tabela 6 - Atividade enzimatica qualitativa de linhagens de Trichoderma spp.

Linhagens Amilase Celulase Lacase Lipase
T. aureoviride P5B ++ +++ - ++
T. brevicompactum P16D2 ++ - - +4
T. ceraceum P7D ++ +++ - ++
T. harzianum P14A ++ +++ - ++
T. inhamatum P21C +++ - - -
T. reesei P27B2.3 ++ +++ - ++
T. tomentosum P14C2 + +++ - ++

+ atividade fraca; ++ atividade moderada; +++ atividade forte; - atividade ndo detectada
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Fungos do género Trichoderma desempenham papel significativo na
agricultura e biotecnologia, onde além da atividade antagonista contra fitopatégenos
e promocdao de crescimento vegetal, a capacidade de producdo de diversas enzimas
para aplica¢des industriais e agricolas o destacam nesse meio (Zin; Badaluddin, 2020;
Elkhateeb et al., 2021; You et al.,, 2022). Essas enzimas sao fundamentais na
decomposicdo da matéria organica bem como em processos biotecnoldgicos.

Entre as enzimas produzidas por este género, destacam-se as celulases,
quitinases, proteases, amilases, lipases, xilanases, dentre outras (Rihani; Soumati,
2019; Loc et al., 2020; Abdel-Mageed et al., 2021; Sun et al., 2021; Xiang et al., 2021,
Dhaver et al., 2022). Podemos notar que mesmo apos o longo tempo de preservacao,
a atividade enzimatica foi variavel nas linhagens de Trichoderma utilizadas, o que
torna a triagem enzimatica um O6timo parametro para avaliar integridade do

metabolismo de linhagens depositadas em cole¢dées microbianas.
5.4.Teste de patogenicidade dos fitopatdogenos

Os sintomas de infeccédo por A. japonica em folhas de couve puderam ser
observados a partir de 48 h (Figura 11), onde puderam ser notados durante o periodo

em camara Umida.

Figura 11 - Sintomas iniciais de infeccdo por Alternaria japonica em folhas de couve. A) Controle
negativo feito com 4gua destilada, B) e C) lesdes causadas

pelo fitoitégeno nas folhas

Fonte: A autora
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A medida em que o tempo passava, os sintomas foram se agravando, onde
lesdes necrdticas foram se desenvolvendo. Na Figura 12 podemos observar lesées

nas folhas apds dez dias e o fitopatdgeno recuperado das lesdes em meio BDA.

Figura 12 - Lesdes causadas por Alternaria japonica em folhas de couve apés dez dias. A) Controle
negativo feito com agua destilada, B) Les6es causadas pelo fitopatégeno, C) Fitopatégeno recuperado
em meio BDA a partir das lesdes nas folhas

Fonte: A autora

O fungo C. theobromicola ndo apresentou sintomas de infeccdo nas mudas

testadas, o que pode ser justificado por possivel perda do potencial patogénico.

5.5.Ensaios de antagonismo

5.5.1. Confronto direto pela técnica da cultura pareada

Fungos do género Trichoderma sao saproéfitos que compdem a microflora do
solo, sendo amplamente utilizados em todo mundo como agentes de controle
bioldgico (Silva et al., 2019). O ensaio de antagonismo pela técnica da cultura pareada
demonstrou que todos as linhagens possuem potencial para biocontrole dos
fitopatdgenos confrontados. Na Tabela 3 estdo demonstradas as taxas de inibicdo de
crescimento micelial dos fitopatdégenos.

Podemos observar que quatro linhagens de Trichoderma (T1, T4, T6 e T7)

foram eficientes contra C. theobromicola (Figura 13), porém, todas apresentaram
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taxas de inibicdo acima de 50% (Tabela 7). No ensaio contra A. japonica (Figura 14),
as linhagens T. tomentosum (T7) e T. aureoviride (T1l) foram as que mais se
destacaram, com taxas de inibicao de 64,46 e 59,98%, respectivamente. Em relacao
a escala de Bell (Tabela 7), os valores obtidos variaram entre 1 e 2, o que confirma
gue todas as linhagens possuem potencial para serem usadas no biocontrole destes

fitopatdgenos.

Figura 13 - Atividade antagonista de Trichoderma spp. pela técnica da cultura pareada contra
Colletotrichum theobromicola

Testemunha (C. theobromicola) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

e E

T. inhamatum (T5) T. reesei (T6) T. tomentosum (T7)

Fonte: A autora
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Figura 14 - Atividade antagonista de Trichoderma spp. pela técnica da cultura pareada contra Alternaria
japonica

Testemunha (A. japonica) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

Fonte: A autora

Tabela 7 - Percentual (%) de inibicdo (média + desvio padrao) de crescimento micelial de fitopatégenos
de cebolinha e couve frente Trichoderma spp. através da técnica da cultura pareada
Colletotrichum Alternaria

Tratamentos theobromicola Bell japonica Bell*
Testemunha od - Oe -
T. aureoviride P5B 63,39 +2,39a 2 59,98 + 1,23 ab 1
T. brevicompactum P16D2 57,45 + 0,62 bc 2 56,50 +1,23 b 2
T. ceraceum P7D 55,07+2,85¢c 2 45,84 +2,50d 2
T. harzianum P14A 61,04 + 2,80 ab 2 46,49 +1,51d 2
T. inhamatum P21C 57,25+ 1,08 bc 2 50,41 + 0,00 c 2
T. reesei P27B2.3 60,02 £ 1,76 ab 2 48,45 + 2,50 cd 2
T. tomentosum P14C2 58,58 + 1,83 bc 2 63,46 £ 2,13 a 15

CV (%) 3,73 - 3,60 -

Escala de Bell. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente de acordo
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variacédo

O género Trichoderma tém grande potencial para ser usado como biocontrole,
pois produz enzimas que degradam as paredes celulares de outros fungos, além de
substancias antifingicas (antibiéticos), e suas diversas taticas de sobrevivéncia os

tornam extraordinariamente competitivos no ambiente (Bononi et al., 2020).
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As taxas de inibicdo do crescimento micelial de fitopatégenos sdo bastante
variaveis quando se utiliza diferentes linhagens de Trichoderma, sendo que algumas
linhagens podem exercer antagonismo sobre determinados fitopatdgenos e nao inibir
0 crescimento de outros, como observado no estudo de Chagas Junior et al. (2018)
em ensaio contra Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Fusarium sp.

Costa et al. (2019) também obtiveram resultados promissores avaliando o
antagonismo de Trichoderma spp. contra C. gloeosporioides, agente causal da
antracnose em Euterpe precatoria. Aoyagi e Doi (2021) observaram antagonismo de
100% em estudo com T. harzianum contra F. oxysporum e B. cinerea.

Além do antagonismo, Martinez-Martinez et al. (2020) observaram que as
duas linhagens de T. harzianum testadas contra F. solani, S. rolfsii e Macrophomina
phaseolina também promoveram aumentos na producéo de vagens, comprimento da
raiz e rendimento de grao-de-bico, o que diferiu do estudo de Azevedo et al. (2020),
onde as linhagens de Trichoderma spp. utilizadas apresentaram efeito antagonista in
vitro mas nao controlaram F. oxysporum e F. solani e nem promoveram o crescimento
do gréo-de-bico em estudo in vivo. Esses resultados destacam a importancia de
estudos in vitro, pois sdo imprescindiveis para se conseguir uma linhagem com

potencial para ser empregada no controle bioldgico de fitopatdgenos.

5.5.2. Antagonismo por metabdlitos ndo voléateis

Na Tabela 8 estdo dispostos os resultados do experimento de atividade
antagonista de metabdlitos ndo volateis (Figuras 15 e 16). Apenas a linhagem T.
brevicompactum (T2) foi eficiente contra os fitopatdgenos, promovendo taxas de

inibicdo de crescimento micelial em relacao a testemunha acima de 60% (Tabela 8).
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Figura 15 - Atividade antagonista dos metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. contra
Colletotrichum theobromicola

Testemunha (C. theobromicola) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

T. harzianum (T4) T. inhamatum (T5)

Fonte: A autora

Figura 16 - Atividade antagonista dos metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. contra Alternaria
japonica

Testemunha (A. japonica) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

Fonte: A autora
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Tabela 8 — Percentual (%) de inibicdo (média + desvio padrdo) de crescimento micelial de fitopatégenos
de cebolinha e couve frente Trichoderma spp. através da técnica de metabdlitos ndo volateis

Tratamentos C. theobromicola A. japonica

Testemunha Oe of
T. aureoviride P5B 1,55+0,71 de 9,96 +£0,19 e
T. brevicompactum P16D2 65,08 + 0,56 a 74,2+ 0,79 a
T. ceraceum P7D 4,40+ 0,68 c 18,98 + 0,96 c
T. harzianum P14A 7,29+0,96 b 25,02+0,59b
T. inhamatum P21C 3,33+£0,66C 13,46 £ 0,41 d
T. reesei P27B2.3 2,94 +0,88 cd 0,16 +0,17f
T. tomentosum P14C2 4,32+0,81c 0,45+ 0,60 f

CV (%) 6,42 3,15

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variagdo

Além do confronto direto, os testes com o secretoma de linhagens de
Trichoderma spp. tém demonstrado resultados promissores em estudos como o de
Rodrigues et al. (2018) contra Ceratocystis cacaofunesta, onde foram obtidas altas
taxas de inibicdo de germinacdo de esporos e formacgdo de peritécios, utilizando o
extrato.

Segundo Khan et al. (2020), espécies do género Trichoderma secretam uma
infinidade de metabdlitos secundarios, que podem ser volateis ou ndo, e enzimas
hidroliticas, que juntos garantem o sucesso na funcionalidade antifingicas contra
fitopatégenos, devido a acdo de antibiose. Ainda de acordo com Khan et al. (2020),
dentre os diferentes grupos dos metabolitos, é possivel citar terpenos, pironas,
gliotoxinas, gliovirina, peptaibols, proteases, entre outros, que causam degradacao
das membranas e proteinas da parede celular do patégeno, afetando diretamente no
metabolismo, integridade e funcionalidade dos patdgenos, refletindo em disfuncéo no

crescimento micelial e esporulacéo.

5.5.3. Antagonismo por metabdlitos ndo volateis termoestaveis

No ensaio de antagonismo através de metabdlitos ndo volateis termoestaveis
(Figuras 17 e 18), apenas a linhagem T. brevicompactum (T2) apresentou atividade,
também com taxas de inibicdo acima de 60% contra os fitopatégenos testados (Tabela
9).



52

Figura 17 - Atividade antagonista dos metabdlitos ndo volateis termoestaveis de Trichoderma spp.
contra Colletotrichum theobromicola

Testemunha (C. theobromicola) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

T. harzianum (T4)

& l/

Fonte: A autora

Figura 18 - Atividade antagonista dos metabdlitos ndo volateis termoestaveis de Trichoderma spp.
contra Alternaria japonica

Testemunha (A. japonica) T. aureoviride (T1) T. brevicompactum (T2) T. ceraceum (T3)

T. tomentosum (T7)

Fonte: A autora
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Tabela 9 — Percentual (%) de inibicdo (média + desvio padrdo) de crescimento micelial de fitopatégenos
de cebolinha e couve frente Trichoderma spp. através da técnica de metabdlitos ndo volateis
termoestaveis

Tratamentos C. theobromicola A. japonica
Testemunha od Of
T. aureoviride P5B 516+ 1,61c 5,67 +£1,18 d
T. brevicompactum P16D2 65,49+1,02a 70,40+ 0,67 a
T. ceraceum P7D 9,66+1,28b 14,97 £0,43 b
T. harzianum P14A 8,64+142b 9,92+1,30c
T. inhamatum P21C 264+£1,19cd 9,26+1,11¢c
T. reesei P27B2.3 2,71+2,01cd 260+0,76
T. tomentosum P14C2 0,76 +1,10d 1,94 £ 1,27 ef
CV (%) 11,12 6,59

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente de acordo com o teste de
Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). CV - Coeficiente de variagéo

A termoestabilidade se refere a capacidade de um organismo em manter sua
estrutura e atividade bioldgica frente a condi¢cdes de temperatura elevadas. Os fungos
do género Trichoderma séo reconhecidos por possuir capacidade de crescimento em
uma ampla faixa de temperaturas e por resistir em condi¢des adversas (Singh et al.,
2014; Daryaei et al., 2016; Carro-Huerga et al., 2021).

A termoestabilidade é uma caracteristica importante, pois permite que esses
fungos mantenham sua atividade bioldgica mesmo em condicfes de calor variaveis.
Essa capacidade pode ser explorada em aplicagbes agricolas, onde culturas de
importancia econdmica estdo expostas a condi¢cdes de estresse térmico, e 0 uso de
fungos desse género os torna escolhas valiosas no manejo integrado de pragas e
doencas nas lavouras, especialmente em regifes de clima quente como na regido
Amazonica.

Porém, é importante levar em consideracdo que diferentes espécies de
Trichoderma podem apresentar variabilidade na termoestabilidade e a eficacia do
controle biolégico pode depender da compatibilidade entre espécies de Trichoderma
a serem utilizados frente a um fitopatégeno alvo, incluindo a compatibilidade com
outros microrganismos antagonistas e também as condi¢cées ambientais de aplicacdo
(Wong; Mead; Croft, 2002; Da Costa et al., 2021; Metz; Hausladen, 2022; Lezama et
al., 2023). Portanto, ao utilizar fungos desse género como agentes de controle
bioldgico, é de importancia fundamental compreender as caracteristicas biolégicas da

espécie especifica para maximizar a eficiéncia, tanto in vitro quanto em campo.
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6. CONCLUSAO

Todas as linhagens testadas possuem potencial para uso no controle biolégico
dos fitopatdogenos confrontados, tendo a linhagem T. brevicompactum P16D2 se
destacado nos trés experimentos, necessitando de estudos mais aprofundados para

determinacao do uso em campo.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Andlise de variancia do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Trichoderma
spp. em meio AFA

Fonte de variagédo GL SQ oM FC P
Tratamentos 6 1,254924 0,209154 2,423  0,0809™
Erro 14 1,208600 0,086329

Total corrigido 20

CV (%) 1,83

Média geral 16,0347619 Numero de observacdes 21

ns Efeito ndo significativo (p>0,05); CV — coeficiente de variagédo

Anexo 2 - Analise de variancia do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Trichoderma
spp. em meio BDA

Fonte de variacao GL SQ oM FC P
Tratamentos 6 8,694457 1,449076 29,172  0,0000*
Erro 14 0,695200 0,049657

Total corrigido 20

CV (%) 1,43

Média geral 15,5885714 Numero de observacdes 21

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variagéo

Anexo 3 - Analise de variancia do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Trichoderma
spp. em meio AFM

Fonte de variacdo GL SQ QM FC P
Tratamentos 6 0,248895 0,041483 6,870  0,0015*
Erro 14 0,084533 0,006038

Total corrigido 20

CV (%) 0,49

Média geral 15,9371429 Numero de observacdes 21

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variacao

Anexo 4 - Andlise de variancia da esporulacdo de Trichoderma spp. em trés meios de cultura

Fonte de variacdo GL SQ QM FC P
Fungos 6 1.092136488E+0009 182022748.004410 68.558  0,0000*
Meios 2 683076630.002085 341538315.001043  128.639  0,0000*
Fungos x Meios 12 171398183.601402 14283181.966784 5.380 0,0000*
Erro 42 111510598.433079 2655014.248407

Total corrigido 62 2.058121900E+0009

CV (%) 17,68

Média geral 9217,2871572 Numero de observacdes 21

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variacao
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Anexo 5 - Andlise de variancia do ensaio de cultura pareada de Trichoderma spp. contra Colletotrichum
theobromicola

Fonte de variacdo GL SQ oM FC P
Tratamentos 7 12353,475747 1764,782250 476,148 0,0000*
Erro 24 88,952925 3,706372

Total corrigido 31 12442,428672

CV (%) 3,73

Média geral 51,5990625 Numero de observacdes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variagdo

Anexo 6 - Analise de variancia do ensaio de cultura pareada de Trichoderma spp. contra Alternaria
japonica

Fonte de variacdo GL SQ oM FC P
Tratamentos 7 11004,845097 1572,120728 563,265 0,0000*
Erro 24 66,986025 2,791084

Total corrigido 31 11071,831122

CV (%) 3,60

Média geral 46,3934375 Numero de observagdes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variacio

Anexo 7 - Andlise de variancia do ensaio de metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp. contra
Colletotrichum theobromicola

Fonte de variacdo GL SQ QM FC P
Tratamentos 7 13444,006272 1920,572325 3776,387 0,0000*
Erro 24 12,205775 0,508574

Total corrigido 31 13456,212047

CV (%) 6,42

Média geral 11,1128125 Numero de observagdes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variacao

Anexo 8 - Andlise de variancia do ensaio de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. contra
Alternaria japonica

Fonte de variacdo GL SQ QM FC p
Tratamentos 7 16977,349447 2425,335635 7739,172 0,0000*
Erro 24 7,521225 0,313384

Total corrigido 31 16984,870672

CV (%) 3,15

Média geral 17,7790625 Numero de observacgdes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variacao
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Anexo 9 - Andlise de variancia do ensaio de metabdlitos ndo volateis termoestaveis de Trichoderma
spp. contra Colletotrichum theobromicola

Fonte de variacdo GL SQ QM FC p
Tratamentos 7 13473,672647 1924,810378 1102,678 0,0000*
Erro 24 41,893875 1,745578

Total corrigido 31 13515,566522

CV (%) 11,12

Média geral 11,8834375 NuUmero de observacgdes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variagdo

Anexo 10 - Andlise de variancia do ensaio de metabdlitos ndo volateis termoestaveis de Trichoderma
spp. contra Alternaria japonica

Fonte de variacao GL SQ QM FC p
Tratamentos 7 15043,603938 2149,086277 2406,968  0,0000*
Erro 24 21,428650 0,892860

Total corrigido 31 15065,032588

CV (%) 6,59

Média geral 14,3443750 Numero de observacgbes 32

*Efeito significativo de 5% (p<0,05); CV — coeficiente de variagcao



