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APRESENTACAO

A obra “Avancos Cientificos e Tecnoldgicos nas Ciéncias Agrarias” € composta
pelos volumes 3, 4, 5 e 6, nos quais sdao abordados assuntos extremamente relevantes
para as Ciéncias Agrarias.

Cada volume apresenta capitulos que foram organizados e ordenados
de acordo com areas predominantes contemplando temas voltados a produgéo
agropecuéria, processamento de alimentos, aplicacdo de tecnologia, e educagéo no
campo.

Na primeira parte, sdo abordados estudos relacionados a qualidade do solo,
germinacéo de sementes, controle de fitopatdbgenos, bem estar animal, entre outros
assuntos.

Na segunda parte sdo apresentados trabalhos a cerca da producdo de
alimentos a partir de residuos agroindustriais, e qualidade de produtos alimenticios
apos diferentes processamentos.

Na terceira parte sdo expostos estudos relacionados ao uso de diferentes
tecnologias no meio agropecuario e agroindustrial.

Na quarta e Ultima parte sdo contemplados trabalhos envolvendo o
desenvolvimento rural sustentavel, educagao ambiental, cooperativismo, e producao
agroecologica.

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores dos diversos capitulos
por compartilhar seus estudos de qualidade e consisténcia, os quais viabilizaram a
presente obra.

Por fim, desejamos uma leitura proveitosa e repleta de reflexdes significativas
que possam estimular e fortalecer novas pesquisas que contribuam com os avangos
cientificos e tecnolégicos nas Ciéncias Agrarias.

Julio César Ribeiro
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RESUMO: Objetivou com esse trabalho avaliar
a capacidade de produtos comerciais a base
de Trichoderma em inibir o crescimento micelial
de patogenos, de Sclerotinia sclerotiorum em
confronto direto. O experimento foi realizado
no laboratério da Faculdade IDEAU campus de
Passo Fundo, RS, em delineamento inteiramente
casualizado, com 4 tratamentos e 4 repeti¢des,
cada unidade experiemntal foi constituida
de uma placa de Petri. O o meio de cultura
utilizado foi BDA (Batata, Dextrose E Agar),
sendo os tratementos: T1 (testemunha), T2
(Trichoderma harzianum), T3 (T. asperellum) e
T4 (T harzianum, T. asperellun e T. koningiopsis).
Os produtos com Trichoderma seguiram as
concentragbes recomendadas pelo fabricante,
sendo o tratamento testemunha com apenas
com S. sclerotiorum. Foram colocadas em cada
placa dois discos de 6mm em cada extremidade,
uma com S. sclerotiorm e outra com os diferentes
produtos a base de Trichoderma. Os resultados
mostraram que 0s produtos biolégicos a base
de Trichoderma conseguiram se desenvolver
em placas com meio BDA, contudo, nenhum
dos resultados apresentou 100% de dominio. O
tratamento com T. harzianum apresentou maior
area dominada nas placas de Petri, o tratamento
com T. asperellum, apresentou a maior nota, ja
tratamento com a mistura de trés linhagens de
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Trichoderma obteve maior area colonizada na placa de Petri, em relagcdo aos demais
tratamentos.
PALAVRAS-CHAVE: Sclerotinia sclerotiorum, Controle biolégico, Antagonismo.

USE OF DIFFERENT TRICHODERMA BASED PRODUCTS FOR THE
CONTROL OF WHITE MOFO

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the ability of commercial
products based on Trichoderma to inhibit the mycelial growth of pathogens, of Sclerotinia
sclerotiorum in direct confrontation. The experiment was carried out in the laboratory of
Faculdade IDEAU campus in Passo Fundo, RS, in a completely randomized design,
with 4 treatments and 4 repetitions, each experimental unit was constituted of a Petri
dish. The culture medium used was BDA (Potato, Dextrose And Agar), the treatments
being: T1 (control), T2 (Trichoderma harzianum), T3 (T. asperellum) and T4 (T.
harzianum, T. asperellun and T. koningiopsis). The products with Trichoderma followed
the concentrations recommended by the manufacturer, with the control treatment using
only S. sclerotiorum. Two 6mm discs were placed on each plate at each end, one with
S. sclerotiorm and the other with the different products based on Trichoderma. The
results showed that biological products based on Trichoderma were able to develop
in plates with BDA medium, however, none of the results showed 100% domain. The
treatment with T. harzianum showed the largest area dominated in the Petri dishes, the
treatment with T. asperellum, presented the highest score, whereas treatment with the
mixture of three strains of Trichoderma obtained the largest area colonized in the Petri
dish, in relation to the others treatments.

KEYWORDS: Sclerotinia sclerotiorum, Biological control, Antagonism.

11 INTRODUGAO

O mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) Bary é
uma das mais importantes doencas da cultura da soja (Glycine max L. Mer.) no
Brasil, proporcionando redugdes de produtividade que podem chegar a perdas de
quase a totalidade da produgéo da lavoura de soja. Estima-se que na atualidade as
lavouras brasileiras estejam sendo infestadas pelo patdgeno em muitos hectares que
necessitam da adocdo de medidas integradas de manejo da doenca. Essa doenca
ocorre em um grande numero de paises, principalmente, de clima temperado e
subtropical (BIANCHINI et al., 2005; ZAMBOLIN, 2010).

No ciclo do S. sclerotiorum, a sua propagacdo e desenvolvimento séo
influenciados pelas condigbes ambientais e certas praticas agronémicas, pois a doenga
causada por esse patdgeno, tende a se concentrar em areas localizadas no campo.
As estruturas miceliais produzidas pelo mesmo sdo denominadas esclerédios que se
alojam dentro e nas superficies dos tecidos colonizados, retornam ao solo e alojando-

se nos residuos culturais, sendo esses responsaveis pela sua sobrevivéncia. Assim,
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os residuos culturais desempenham papel importante na manutengéo e sobrevivéncia
deste patdgeno e, consequentemente, da doenca provocado por esse (LEITE, 2005;
ABDULLAH, 2008; SCHWARTZ et al. 2012).

O controle de S. sclerotiorum em lavouras é mais usual o quimico, porém, outra
uma estratégia de manejo fitossanitario, como o biologico, € possivel. Esse manejo
requer a diferenciacao, iniciando com praticas culturais integradas desde o preparo
do solo, a aquisicdo da semente até a colheita e o beneficiamento (BIANCHINI et
al., 2005; ZAMBOLIN, 2010). Ha varias medidas de controle do S. sclerotiorum, mas
sua eficacia € limitada, em vista da agressividade do patdégeno e da ampla gama
de hospedeiros, apesar de a aplicacdo de fungicidas quimicos serem a medida de
controle mais eficiente do S. sclerotiorum, ha varios impactos advindos do grande
numero de aplicagdes, como problemas de resisténcia deste fungo, desequilibrios
ecoldgicos e efeitos toxicos dos residuos a seres humanos e animais (CLARKSON et
al., 2004; FIPKE et al., 2015).

Na estratégia de controle bioldgico classico, por exemplo, enquanto os fungicidas
quimicos possuem um efeito temporario e necessitam de repetidas aplicagbes durante
o ciclo das culturas, os agentes de controle biolodgico séo capazes de se estabelecer,
colonizar e dispersar no ecossistema (AVILA et al. 2005; ZAMBOLIN, 2010).

Entretanto, é importante mencionar que os fungicidas biologicos diferem
dos quimicos, pois ndo podem ser utilizados em locais com condigbes ambientais e
bioldgicas diferentes entre si. Isso porque, sdo organismos vivos, e devem sobreviver,
colonizar e se multiplicar sobre um substrato, seja uma planta ou em um ambiente,
a que foram destinados. Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a capacidade de produtos comerciais a base de Trichoderma em inibir o

crescimento micelial do patdgeno de Sclerotinia sclerotiorum em confronto direto.

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em setembro e outubro de 2019, no laboratério
de Defesa Fitossanitaria da Faculdade IDEAU, Passo Fundo, RS (28°15’40” S,
52°24’30” W e altitude de 680 m). Em delineamento inteiramente casualizados, com
quatro tratamentos e quatro repeti¢cdes, cada unidade experimental foi constituida por
uma placa de Petri.

O meio de cultura utilizado foi BDA (Batata, Dextrose e Agar), os tratamentos
foram constituidos de: T1 (testemunha), T2 (composto por Trichoderma harzianum),
T3 (composto por T. asperellum) e T4 (composto por T. harzianum, T. asperellun
e T. koningiopsis). Os produtos contendo Trichoderma sdo produtos comerciais
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) adquiridos
de empresas que comercializam 0s mesmos, sendo a concentracdo de conidios
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viaves por mL do produto: 1x10'°, 1x10%, 1x10", respectivamente.

Os esclerodios de mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum
foram coletados de lavoura de soja (Figura 1) da regido de Passo Fundo, RS. Apos
coletados foram levados ao laboratorio e inoculados em placas de Petri, contendo meio
de cultura BDA, para o conforto direto foram selecionados os micelios germinados.

Figura 1. Esclerodios do mofo branco na haste de soja.

Fonte: adaptado de Agronegécio (2019).

A conducéo do experimento foi realizada em ambiente laboratorial, onde
foram inoculados na extremidade das placas dois discos de 6 mm, sendo um
disco com o micélio de S. screloriorum e o outro com Trichoderma, logo apos as
placas foram para a estufa em temperatura constante de 25° C. Apés 15 dias foram
realizadas as avaliagdes, observando a evolucao de cada fungo sobre as placas.

A éarea de abrangéncia do patdgeno em placa foi calculada com a area da
circunferéncia e o didmetro da placa de Petri considerado a Equacao 1.

C=PixR? (1)

Em que: C= area total da Placa de Petri; Pi € o nimero 3,1419 e R®= ao raio
da placa ao quadrado, obtendo valor de 5,28 mm.

Com o célculo da area da Placa de Petri possibilitou atribuir as notas devido
ao isolamento dos possiveis antagonistas fingicos que se apresentem nos resultados
das amostras das Placas de Petri. A avaliacao para quantificar a ocupacéo nas placas
foi visual baseada na escala de Bell et al. (1982), atribuindo notas (Quadro 1).
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NOTA DESCRIGCAO
0 Antagonista e patégeno nao se desenvolvem

Antagonista cresce e ocupa 60% da placa de Petri

Inicio da reagdo do antagonista 12% da reagdo sobre o patbgeno

Lamina dividida antagonista com reac¢bes esparsas

Patogeno cresce sobre o antagonista (2/3 da placa de Petri)

|~ (IN|—=

Patoégeno cresce e ocupa toda a placa de Petri

Quadro 1. Escala de notas utilizada na avaliagdo do teste de confronto direto
(Adaptada de Bell et. al., 1982).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No tratamento testemunha (Figura 2A), observou-se que o houve um rapido
desenvolvimento dos esclerodios do fungo Sclerotinia sclerotiorum, sendo mais do
que 20 unidades na placa de Petri, em 15 dias de observagéo. O ambiente de cultivo
foi favoravel para o seu desenvolvimento, possibilitando a colonizagdo completa da
placa de Petri.

Figura 2. Conjunto de Placas de Petri contendo os tratamentos, A: T1 (testemunha), B:
T2 (composto por T. harzianum), C: T3 (composto por T. asperellum) e D: T4 (composto
por T. Harzianum, T. Asperellun e T. koningiopsis).

Fonte: Autores (2019).

Segundo Gomes et al. (2017), estudos sobre cultivo in vitro com S. sclerotiorum
tém sido bastante eficientes, pois pretende-se observar o comportamento deste
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patdbgeno e suas particularidades que podem variar de acordo com a espécie
afetada, necessitando minimamente de nutricdo para crescimento micelial e,
consequentemente, a produgéo dos esclerédios.

As condigbes ambientais do laboratério (25° C constante) auxiliou no
desenvolvimento dos fungos estudados. Apesar da faixa térmica de colonizagédo do
S. sclerotiorum ser maior para a temperatura, neste caso, sua redugao foi evidente
na avaliagdo visual e das notas. Ethur et al. (2005) e Delgado (2007) em seus
estudos, também observaram esse comportamento, incluindo os isolados in vitro de
Trichoderma spp. contra varios fitopatdgenos, inclusive contra S. sclerotiorum.

Gomes et al. (2017) observou efeito significativo na interacdo entre as
temperaturas sob o periodo de avaliag¢éo, verificando que o maior indice de velocidade
do crescimento micelial de S. sclerotiorum em temperatura de 25° C foi na fase
intermediaria de avaliacdo (48 h) e ao final do periodo de avaliagédo (72 h). Os autores,
esclarecem que a medida em h4 o aumento do periodo de avaliagéo do crescimento
micelial, observou-se uma menor exigéncia do patdégeno por temperaturas mais
elevadas, e concluem que o maior indice de velocidade do crescimento micelial de S.
sclerotiorum foi observado sob temperatura de 20 e 25° C e producéo de esclerodios
ocorreu na temperatura de 30° C.

Leite (2005) avaliando a ocorréncia de doencas causadas por S. sclerotiorum
em girassol (Helianthus annuus L.) e em soja, verificou que as condi¢cdes favoraveis
de temperatura abaixo de 20° C, sendo responsaveis pelo crescimento micelial e
liberacdo de ascosporos de S. sclerotiorum, causando infec¢éo da parte aérea das
plantas. A temperatura € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento do
S. sclerotiorum, sendo a faixa entre 10 e 25° C, a mais favoravel a doencgas.

De acordo com Aruda (2014), em condi¢bes favoraveis o desenvolvimento
micelial € capaz de colonizar os tecidos sadios do hospedeiro entre 16 e 24 h ap6s
a infeccdo do tecido floral senescente. Clarkson et al. (2004) observaram que os
S. sclerotiorum apresentam apotécios que podem ser formados em solos com
temperaturas entre 4,4 a 30° C, o que significa que eles podem ser produzidos ao
longo de todo o periodo vegetativo e reprodutivo da cultura hospedeira.

Para o tratamento 2 (Figura 2B), constatou-se que o antagonista Trichoderma
colonizou quase a totalidade da placa de Petri, ocupando em torno de 60%, ficando
com nota de 1,0 na escala de Bell et al. (1982), demonstrando assim o dominio sobre
o fungo S. sclerotiorum, o qual na avaliacdo ja se encontrava com espaco reduzido
na placa, com aparéncia levemente escurecida aparentando redug¢édo de potencial
agressivo, com poucos esclerodios, os esclerodio de tamanho reduzido, e acredita-se
que com o passar dos dias o Trichoderma inibiria totalmente esse fungo patogénico.

Segundo Ethur (2005) a técnica de confrontacdo direta com isolados

de Trichoderma spp. pode-se considerar isolados muito eficientes aqueles que
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apresentarem notas entre 1,0 e 1,5, e eficientes aqueles que apresentarem notas
entre 2,0 e 2,5 na escala de Bell et al. (1982).

Zancan et al. (2012) estudando a sensibilidade in vitro, produgéo e germinagéo
de esclerodios de dois isolados de S. sclerotiorum na presenca de fungicidas e
de T. harzianum, observaram que o crescimento micelial de S. sclerotiorum nas
concentragbes maiores de T. harzianum reduziu o desenvolvimento do fungo
patogénico. Os autores, também relataram que T. harzianum por se tratar de um
agente antag0nico, este inibiu por total o crescimento da S. sclerotiorum nas placas de
Petri em um periodo de 12 dias apds a inoculagéo sobre as condi¢cdes laboratoriais.

Também, Abdullah et al. (2008) e Matroudi et al. (2009), verificaram resultados
semelhantes em seus trabalhos, com relagéo ao comportamento de S. sclerotiorum na
presenca de T. harzianum. Em trabalho de Delgado et al. (2007) diferentes isolados de
T. harzianum apresentaram variagdo no grau de inibicdo do patdégeno, embora todos
os isolados tenham sido altamente antagdnicos. Dolatabadi et al. (2011) verificaram
que aos 2, 4 e 6 dias de inoculagéo do fungo T. harzianum causou maxima inibicédo no
crescimento micelial de dois isolados de S. sclerotiorum, pelo método de pareamento.

Meyer et al. (2017) observaram maiores percentuais de controle deste patdgeno
em soja com a aplicagéo de biofungicidas foram observadas com formula¢des de T.
harzianum, T. asperellum, lignosulfonato (extrato vegetal) e de Bacillus spp., mas néo
houve incremento quando combinados com o controle quimico. Comparando-se aos
tratamentos testemunha sem controle da doenca, o uso de biofungicidas proporcionou
controle de até 39%.

No tratamento 3 (Figura 2C) com T. asperellum, verificou-se em todas as
repeticbes resultado semelhante, com predominio de S. sclerotiorum e inibicdo de
antagonista, ficando com nota 4,0 (Patdégeno cresce sobre o antagonista, 2/3 da placa
de Petri). Além do crescimento do patdgeno sobre o antagonista constata-se grande
presenca de esclerddios de diversos tamanhos, e um crescimento micelial em altura,
demostrando o dominio do patégeno. Em que na escala de Bell et al. (1982), as notas
que ficaram entre 3,2 e 4,2 apresentaram pouco antagonismo.

De acordo Avila et al. (2005), estudos recentes demonstram que espécies
de Trichoderma spp. atuam distintamente na inibicdo de S. sclerotiorum, e que T.
asperellum e T. harzianum apresentaram mais de 50% de inibicdo, enquanto que T.
tementosum, T. asperellum e T. tementosum menos de 10%. Barakat et al. (2006),
utilizando 69 isolados de Trichoderma spp. obtidos de diferentes regides, obtiveram
47 isolados com significativa redugdo no crescimento micelial de S. sclerotiorum,
variando de 20,8 a 66,8%, sendo os mais promissores pertencentes as espécies T.
harzianum, T. pseudokoningii e T. lactea.

Ethur (2005) e Brito et al. (2010) observaram a eficacia do uso de Trichoderma

spp. como agente de biocontrole, o qual requer um entendimento aperfeicoado
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da ecologia da rizosfera, uma vez que os respectivos fungos s@o ubiquos e sua
colonizacao € seriamente afetada pela presenga de substratos orgénicos no solo.

Em estudos realizados in vitro Garcia-Nufiez et al. (2012) relataram que
isolados de Trichoderma spp. nativos sdo mais agressivos do que 0s armazenados.
Semelhantemente, testes in vivo demostraram que T. harzianum nativos foram mais
efetivos no controle de S. sclerotiorum do que isolados comerciais armazenados, ja
que nao somente inibiram o crescimento de S. sclerotiorum, o que também ocorreu
nos comerciais, mas também foram conforme estudos de Silva et al. (2015).

O tratamento 4 (composto por T. Harzianum, T. Asperellun e T. koningiopsis)
(Figura 2D), apresentou desenvolvimento fraco de Trichoderma, ficando com nota
3,0, como antagonista que se apresenta com ocupacgao na placa de forma esparsas,
acredita-se que tal resultado tenha ocorrido por ser o produto com mistura de trés
espécies de Trichoderma, com isso a concentragdo do produto & menor, resultando
na falta de controle sobre o patbgeno.

Ribeiro (2017) relata que as espécies de Trichoderma utilizam varias estratégias
para o controle desses, como a competicdo por nichos ecoldgicos e nutrientes,
antibiose e 0 micoparasitismo, entretanto, cada espécie possui 0 seu proprio modo
de agéo para interagir com cada tipo de fitopatdégenos. No entanto, Jain et al. (2012),
destacam que atualmente, para aumentar a efetividade do biocontrole, ha tendéncia
de se aplicar mistura de microrganismos compativeis, onde formula¢des contendo
varios organismos podem ser mais eficientes em controlar doencas de plantas que
aquelas com apenas um.

Fagundes (2015) verificou resultados diferentes em seu trabalho testando 14
isolados de trichoderma sobre S. sclerotiorum, relata que a capacidade de Trichoderma
spp. em inibir o crescimento de S. sclerotiorum em teste de pareamento variou entre
espécies e entre isolados da mesma espécie, onde T. harzianum, T. asperelloides e
T. koningiopsis cresceram e esporularam sobre toda a superficie do meio de cultura.
Da mesma forma Lopes et al. (2012), em teste de pareamento de culturas, entre
20 isolados, T. asperellum, T. tomentosum e T. harzianum foram os mais eficientes
em inibir o patbgeno. Para os autores, nem todos os isolados de mesma espécie
obtiveram igual capacidade antag6nica, demonstrando, como no presente trabalho,
que essa capacidade ndo € caracteristica da espécie, e sim de cada isolado. Assim,
os testes de laborat6rio ndo devem ser a Unica forma de pré-selecionar antagonistas
a S. sclerotiorum, e sim aliar testes de laboratério com testes de campo em diferentes
culturas e condicdes climaticas.

Atualmente, a integracdo do controle biolégico a outros métodos vem
revolucionando o manejo fitossanitario, pois varias estratégias de controle biologico
séo compativeis a sistemas agricolas sustentaveis, cujas praticas promovem a

conservacao dos recursos naturais. A preocupacéo da sociedade com o impacto da
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agricultura no ambiente e a contaminagdo da cadeia alimentar com agrotoxicos esta
alterando o cenério agricola, resultando em mercados de alimentos produzidos sem
0 uso de agrotoxicos ou aqueles com selos que garantem que os agrotoxicos foram
utilizados adequadamente.

41 CONCLUSAO

Os produtos biologicos a base de Trichoderma conseguem se desenvolver em
placas de Petri contendo meio de cultura tipo BDA, todavia, nenhum dos resultados
apresentou 100% de dominio. O tratamento com T. harzianum apresenta maior
desenvolvimento sobre a area da placa testada. O tratamento com T. asperellum,
apresenta a maior nota, ou seja, 0 menor desenvolvimento sobre S. sclerotiorum. O
tratamento com a mistura de trés linhagens de Trichoderma, obteve nota 4,0 na escala
de Bell, com colonizac¢ao de 2/3 da placa.
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