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RESUMO

A soja é uma das principais culturas plantadas no Brasil, considerada a commaodity agricola de maior
importancia econdmica global. Entre os fatores que limitam a producao da cultura no Brasil, se destacam as
doengas fungicas, como a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, que pode gerar
perdas de até 100% na producéo, caso ndo sejam adotadas medidas de controle adequadas. O uso de
agentes de biocontrole de doencas de plantas vem de desenvolvendo nas Ultimas décadas, sendo uma
alternativa economicamente viavel e ambientalmente sustentdvel ao controle quimico. Dentre estes
organismos destaca-se o género Trichoderma spp., com muitas espécies potencialmente antagonistas e
diversos mecanismos de agéo contra fitopatégenos. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
isolados de Trichoderma spp. no controle in vitro de C. truncatum. Os experimentos foram realizados
utilizando seis isolados das espécies T. koningiopsis, T. asperellum e T. harzianum contra um isolado de C.
truncatum. O antagonismo foi avaliado por meio do método de pareamento de culturas e o grau de
antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. foi determinado de acordo com uma escala de notas.
Adicionalmente, o crescimento das colénias fangicas foi mensurado aos 7 e 12 dias apés a montagem do
teste para a determinacdo da porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC). Pela avaliacdo de
notas, todos os isolados de Trichoderma obtiveram notas maiores que zero e menores ou iguais a trés, o
gue os classificam como potenciais antagonistas a C. truncatum, com destaque ao isolado TR-25 (T.
asperellum) que obteve nota 1, considerado de méxima eficiéncia no controle do patégeno in vitro, o qual
ocorre quando o antagonista cresce sobre o fitopatégeno e ocupa toda a superficie da placa de Petri.
Quanto a capacidade de inibicdo do crescimento micelial de C. truncatum, os isolados TR-96, TR-14 e TR-
25 se destacaram por inibirem 56,52%, 51,26% e 51,04%, respectivamente.

Palavras-chave: Controle biolégico; Colletotrichum truncatum; pareamento de culturas; antibiose.
INTRODUCAO:

A soja (Glycine max (L.) Merr.) € uma das principais commodities agricolas considerada a principal
oleaginosa mais cultivada no mundo (HIRAKURI et al., 2021). No Brasil e mundialmente é uma cultura de
grande relevancia, por apresentar altos teores de 6leos e proteinas, utilizada para alimentacdo humana e
animal (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015).

De acordo com o levantamento feito pela Conab (2023) estimou-se uma producédo de 151,4 milhdes
de toneladas de soja pelo Brasil para a safra de 2022/23, superando a safra passada, com aumento de 25,9
milh6es de toneladas. Segundo Godoy et al. (2016), as doencas sdo um dos principais fatores que ainda
limitam o alcance do potencial maximo de produtividade da soja. No Brasil, ja foram relatadas cerca de 40
doencgas bidticas, algumas delas podendo gerar perdas de até 100% (GODOY et al., 2016). Dentre essas
doencas, uma das mais importantes € a antracnose da soja, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum
(Schw.) Andrus e WD Moore.

A antracnose se destaca devido a elevada suscetibilidade da soja em todas suas fases de
desenvolvimento, tornando-se um fator limitante para producdo da oleaginosa em regides com alta
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temperatura e umidade, ocorrendo com frequéncia na regido do cerrado, onde comumente sdo relatadas
maiores perdas na produtividade (HENNING et al., 2014; YANG; HARTMAN, 2015; ROGERIO et al., 2019).

A antracnose pode provocar morte das plantulas, necrose dos peciolos e manchas nas folhas,
hastes e vagens. As vagens infectadas nos estadios R3-R4 adquirem coloracdo castanha a negra e ficam
retorcidas. Estes sintomas podem gerar queda total das vagens ou deterioracdo das sementes (GODOY et
al., 2016; GRIGOLLI, 2015; HENNING et al., 2014). Para o controle da antracnose é recomendado o uso de
sementes sadias, rotacdo de culturas, maior espacamento entre plantas, controle efetivo de plantas
daninhas, adubacé@o equilibrada (GODOY et al., 2016; HENNING et al., 2014) e controle quimico com
fungicidas (GRIGOLLI, 2015).

O controle quimico € uma das principais praticas de controle da antracnose, no entanto, pesquisas
relatam uma reducéo na eficiéncia do controle da antracnose com alguns fungicidas, como carbedazim e
triazois, como flutriafol, fenbuconazol, tebuconazol e miclobutanil (GRIGOLLI, 2015; CHEN et al., 2016;
ZHANG et al., 2017; CHEN et al., 2018). Dessa forma, métodos de controle mais sustentaveis tém ganhado
protagonismo no manejo de doengas, como 0 controle biol6gico, em que se emprega o uso de
microrganismos antagonistas a fitopatdégenos dentro de um programa de manejo integrado, reduzindo o
impacto ambiental e gerando maior efetividade de controle.

No Brasil, o género Trichoderma spp. é considerado um dos principais agentes biocontroladores,
em razdo de sua ampla adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas do pais e pela grande variabilidade e
especificidade no controle de determinados patossistemas (FARIAS, 2019).

Os fungos do género Trichoderma sdo habitantes do solo e vem sendo utilizados com éxito na
agricultura como biocontroladores de fitopatégenos por meio de diferentes mecanismos de a¢do, como
micoparasitismo, antibiose (por meio da liberacdo de metabdlitos secundérios téxicos aos patégenos), e
competi¢cdo por agua e nutrientes, além de serem capazes de induzir a resisténcia de plantas a patégenos
(MEYER et al., 2019).

Diversos estudos avaliando o uso de Trichoderma spp. no controle de doencas de plantas tém sido
descritos. Farias et al. (2020), ao testar o potencial antag6nico de cinco isolados de Trichoderma spp. contra
C. truncatum isolado de feijao fava in vitro, evidenciaram que todos cresceram sobre a col6nia do patégeno,
ocupando toda placa, além de produzirem metabdlitos volateis capazes de inibir o crescimento micelial e
esporulacdo do patégeno de 74,7% a 89,3%. Segundo Barbosa et al. (2021), treze isolados de Trichoderma
spp. tiveram potencial antagbnico no teste de pareamento de culturas sobre o fungo C. musae, com
crescimento de até 95,6% da placa, recebendo nota 1, pela escala de Bell et al. (1982), o qual é
considerado de elevado potencial antagdnico.

O potencial antagbnico de espécies de Trichoderma spp. € uma realidade, no entanto, sdo escassos
os estudos envolvendo a avaliagdo do uso do antagonista no controle do patdgeno causador da antracnose
da soja. Desse modo, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar e selecionar isolados de Trichoderma spp. quanto
ao seu potencial antagdnico ao fungo fitopatogénico C. truncatum em condig¢6es in vitro.

METODOLOGIA:
Local de realizagdo dos ensaios e obtenc¢ao dos isolados de Trichoderma spp.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais, campus Sao Jodo Evangelista (IFMG-SJE), localizado no municipio
de S&o Jodo Evangelista — MG.

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos por doacdo da colecéo de culturas da Embrapa
arroz e feijao. Os isolados utilizados pertencem as espécies T. koningiopsis (TR-12 e TR-35), T. asperellum
(TR-14 e TR-25) e T. harzianum (TR-96 e TR-155). Os isolados que estavam armazenados em tiras de
papel foram repicados para meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) comercial e mantidos em estufa do
tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Obtencdo do isolado de C. truncatum
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Para a obtencdo do isolado de C. truncatum, plantas de soja naturalmente infectadas com
antracnose foram submetidas a desinfestagdo e acondicionamento em camara Umida, de acordo com a
metodologia de Alfenas e Mafia (2007) adaptada, em que vagens sintomaticas foram desinfestadas
superficialmente com uma solugcdo aquosa de hipoclorito de sddio (2%) e, em seguida, mantidas em caixa
gerbox, com folhas de papel toalha umedecidas com agua destilada, e incubadas em temperatura ambiente
durante 24 horas.

Com o uso de uma agulha esterilizada por flambagem e com o auxilio de uma lupa, foi feita a
raspagem dos acérvulos do fungo presentes nas lesfes e a transferéncia para placas de Petri contendo
meio de cultura batata dextrose agar (BDA). As placas foram incubadas por 12 dias em B.O.D a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

Método do pareamento de cultura

Para avaliacéo do efeito antag6nico dos isolados de Trichoderma spp. sobre C. truncatum utilizou-
se 0 método do pareamento de cultura, de acordo com Dennis & Webster (1971). Discos de micélio (8 mm)
de ambos os fungos com sete dias de cultivo foram repicados para extremidades opostas de uma placa de
Petri contendo meio BDA, onde cada disco ficou a uma distancia de 1,0 cm da borda da placa. O patégeno
foi repicado trés dias antes do antagonista devido seu crescimento lento.

As placas foram incubadas em temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas por um periodo de
doze dias, respectivo ao preenchimento de toda a placa de Petri contendo a testemunha.

Avaliagdo e delineamento experimental

Os ensaios com cada isolado de Trichoderma spp. foram realizados de forma independente,
seguindo delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. Cada placa contendo os dois
discos de micélio foi considerada uma unidade experimental. O tratamento testemunha foi realizado com
uma placa de Petri contendo meio BDA e apenas um disco do patdgeno posicionado em uma das
extremidades da placa.

O grau de antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. foi determinado de acordo com a escala
descrita por Bell et al. (1982), que atribui notas de zero a cinco de acordo com o desenvolvimento das
colénias no final do periodo de avaliagdo. Nota 0: Trichoderma spp. e patégeno ndo se desenvolvem; Nota
1: o antagonista cresce sobre o patégeno e ocupa toda superficie da placa de Petri; Nota 2: Trichoderma
spp. cresce sobre 2/3 da placa de Petri inibindo o crescimento do patégeno; Nota 3: Trichoderma spp.
ocupa metade da area da placa de Petri sem colonizar o patdgeno; Nota 4: Trichoderma spp. cresce em 1/3
da placa de Petri; e Nota 5: 0 patégeno cresce ocupando toda a area da placa de Petri e o antagonista ndo
se desenvolve. O isolado é considerado um antagonista eficiente quando obter nota maior que zero, e
menor ou igual a trés.

Adicionalmente, foram feitas medi¢c6es diarias com o auxilio de uma régua milimetrada para
observar o crescimento micelial (mm) das colbénias do fitopatégeno em cada tratamento ao 7° e 12° dia. A
partir dos dados obtidos calculou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) (Menten et al.,
1976), com a féormula: % inibicdo = [(crtest - crtrat) /crtest] x 100, em que crtest = crescimento radial da
testemunha; e crtrat = crescimento radial do tratamento. As porcentagens médias foram submetidas a
andlise estatistica pelo teste Tukey, empregando o software R 3.5.2 (2018), ao nivel de significancia de 1%
de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Todos os isolados avaliados de Trichoderma spp. apresentaram efeito antagdnico ao fitopatdgeno
pela classificacdo de notas descrita por Bell et al. (1982), com notas maiores que zero, € menores ou iguais
a trés. O isolado que obteve melhor resultado, foi o isolado TR-25 com nota 1, que descreve quando o
antagonista cresce sobre o patégeno e ocupa toda a superficie da placa de Petri. Os isolados TR-14 e TR-
96 obtiveram nota 2 e os isolados TR-12, TR-35 e TR-155 receberam nota 3.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Farias et al. (2020), em teste de controle in vitro de C.
truncatum, onde todos os isolados de Trichoderma spp. avaliados foram capazes de atuar como
biocontroladores do patdégeno, recebendo nota 1 e apresentando alto potencial para avaliacdo em estudos
em condicBes de casa de vegetacédo e campo.
Na&o foi possivel observar diferenca significativa na porcentagem de inibicdo de crescimento micelial
(PIC) entre os isolados de Trichoderma spp. avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de C. truncantum pelo método de
pareamento de culturas contra isolados de Trichoderma spp.

PIC% (mm)

Tratamentos 7o dia 12° dia
TR-25 x C. truncatum 37,10 a 51,26 a
TR-35 x C. truncatum 27,74 a 40,54 a
TR-14 x C. truncatum 40,32 a 51,04 a
TR-155 x C. truncatum 23,22 a 33,78 a
TR-12 x C. truncatum 24,86 a 35,30 a
TR-96 x C. truncatum 30,00 a 56,52 a
Testemunha 0,00 b 0,00 b

Médias seguidas com letras iguais na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade. Fonte: Autores (2023).

Os valores de inibicdo obtidos nessa pesquisa superaram aos descritos por Fantinel et al. (2018),
gue avaliaram o potencial antagdnico de diferentes isolados de Trichoderma spp. e Bacillus thuringiensis
sobre C. siamense, os quais nos 6° e 12° dias atingiram um PIC de 32% e 44,2%.

Em um trabalho feito por Oliveira et al. (2016), em que avaliaram a atividade de microrganismos
antagonistas a C. musae, constataram que um isolado de Trichoderma spp. inibiu 84% o crescimento do
fitopatdgeno. Da mesma maneira, Chagas Junior (2016), analisando o potencial antagdnico de 56 estirpes
de Trichoderma spp. contra C. cliviae e C. truncatum, classificaram 46 como eficientes antagonistas para os
dois fitopatdgenos pela avaliagdo de notas, 22 destes foram eficientes biocontroladores, com mais de 75%
de inibicdo do crescimento micelial de C. cliviae e trés com mais 90% de inibi¢cdo de C. truncatum.

Segundo Vinale et al. (2008) os principais mecanismos de acdo que reduzem o crescimento micelial
esta relacionada a interagdo do Trichoderma spp. ao fitopatégeno, o antagonista possui crescimento rapido,
produz esporos em excesso e enzimas degradadoras da parede celular (celulases, quitinases, glucanases).
Os mesmos autores afirmam que os principais mecanismos de biocontrole que Trichoderma utiliza em
confronto direto sdo o micoparasitismo, que consiste em reconhecer o hospedeiro, penetrd-lo e como
consequéncia gerar sua morte, bem como, a capacidade destes de produzirem substancias téxicas que
agem contra o patdgeno.

CONCLUSOES:

- Os isolados de Trichoderma spp. testados apresentaram antagonismo a C. truncatum in vitro, com
destaque para o isolado TR-25 que obteve nota 1, de acordo com a classificacéo de Bell et a. (1982);

- Nao houve diferenca significativa na porcentagem de inibicdo entre os isolados ao final de 7 e 12 dias
apos a instalacdo do pareamento de culturas.

- Os isolados avaliados apresentaram potencial para serem avaliados em condi¢cdes in planta em casa de
vegetacéao.
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