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RESUMO

ALCAMIM, Thanié Gomes. Associacdo de Trichoderma harzianum, bioativadores e
interferéncia da umidade do solo no controle de Sclerotinia sclerotiorum na cultura do feijao.
38 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso de Agronomia) Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

O mofo branco, agente etioldgico Sclerotinia sclerotiorum, é amplamente disseminado pelo
mundo, sendo uma das principais doencas do feijoeiro. O fungo da espécie Trichoderma
harzianum demonstra resultados como agente antagonista de S. sclerotiorum, mas sua
associacdo com bioativadores e a umidade do solo sdo fatores que devem ser avaliados para
melhorar sua estabilizacéo e propiciar maior efetividade no biocontrole. O objetivo do trabalho
foi avaliar a interferéncia da umidade do solo no momento da aplicacdo do T. harzianum e a
sua associagdo com bioativadores no controle de S. sclerotiorum na cultura do feijoeiro. O
experimento foi conduzido no campo experimental e em laboratorios da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parani, Campus Dois Vizinhos, no periodo de agosto a novembro de
2018. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e quatro repetigdes. Os tratamentos foram, testemunha (sem aplicagdo), T.
harzianum isolado e em associacdo com bioativadores, sendo todos os tratamentos associados
a alta ou baixa umidade do solo. Foram acondicionado 50 esclerédios em saquinho de nailon
(10x8 cm) e acomodados acima dos solo e abaixo da palhada. O biocontrole T. harzianum
(Ecotrich®) foi aplicado na dose de 200 litros/ha no estadio fenoldgico V6 e o bioativador
utilizado foi na dose de 300ml/ha (Moss). Apos 20 dias da aplicacdo, os esclerodios foram
recolhidos e encaminhados ao laboratério para a avaliagdo micelogéncia e carpogénica. As
varidveis analisadas foram: percentual de esclerdédios germinados; numero de apotécios;
quantidade média de apotécios por esclerddios. Os resultados demostram que a aplicacdo do
agente de controle biolégico Trichoderma harzianum em condicdo de alta umidade do solo
contribui com a efetividade no controle de Sclerotinia sclerotiorum. O uso de Trichoderma
harzianum em associacdo com bioativador melhora o desempenho do biocontrole sobre S.
sclerotiorum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Controle bioldgico. Esclerddios.



ABSTRACT

ALCAMIM, Thanié Gomes. Trichoderma harzianum association, bioactivators and soil
moisture interference in the control of Sclerotinia sclerotiorum on bean culture. 38 f.
Completion of Course Work (Agronomy Course). Federal Technological University of Parana.
Dois Vizinhos, 2019.

White mold, etiological agent Sclerotinia sclerotiorum, is largely disseminated around the
world, being one of the main diseases of the bean plant. Trichoderma harzianum mold species
shows results as an antagonist agent of S. sclerotiorum, but its association with com
bioactivators and soil moisture are factors that must be evaluated in order to improve its
stabilization and e propitiate greater effectiveness in biocontrol. The purpose of the work was
to evaluate the interference of soil moisture in the moment of T. harzianum application and its
association with bioactivators in the control of S. sclerotiorum in bean plant culture. The
experiment was conducted in experimental field and in laboratories of Federal Technological
University of Parana, Dois Vizinhos Campus, in the period of august to november, 2018. The
experimental design utilized was the Completely Randomised Design, with six treatments and
four repetitions. The treatments were control (no application), T. harzianum isolated and in
association with bioactivators, all the treatments being associated with high or low soil
moisture. 50 sclerosis were packed in naylon sachets (10x8 cm) and accommodated above the
soil and under the straw. The T. harzianum (Ecotrich®) biocontrol was applied in the dose of
200 liters/ha on phenological stage V6 and the bioactivator utilized was in the dose of 300ml/ha
(Moss). After 20 days from the application, the sclerodian were collected and forwarded to lab
for micelogenic and carpogenic evaluation. The tested variables were: germinated scleroderms
percentage; number of apothecia; average amount of apothecia per sclerotia. The results show
that the application of biological control agent Trichoderma harzianum in high soil moisture
conditions contributes to the effectiveness in Sclerotinia sclerotiorum control. The use of
Trichoderma harzianum in association with bioactivator improves the performance of the
biocontrol over S. sclerotiorum.

Key words: Phaseolus vulgaris. Biological control. Sclerosis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um grande potencial para a producao de leguminosas, o que o favorece
diante do apelo por uma maior demanda de alimentos, atingindo de acordo com a FAO a
producdo em 2014 no patamar de 77 milhdes de toneladas. Entre as principais leguminosas esta
o cultivo do Feijao (Phaseolus vulgaris), que compde a base alimentar de muitas familias
devido ao seu alto valor nutricional e boa aceitacdo de mercado (FAO, 2017).

O pais esté entre os principais produtores mundiais do feijdo, com destaque ao estado
do Parana que atingiu uma safra de 590 mil toneladas no ano de 2016, o que corresponde a
22,57% do total produzido, em decorréncia a facilidade do cultivo, ciclo curto e a possiblidade
de realizar trés safras ao ano (IBGE, 2017).

Todavia, o cultivo encontra algumas limitagdes em decorréncia ao pouco investimento
tecnoldgico, condigdes climaticas desfavoraveis, alta incidéncia de doengas e pragas (CONAB,
2016). Entre os fatores que comprometem a producdo, a presenca de Sclerotinia sclerotiorum,
precursora do Mofo Branco na lavoura, merece um cuidado especial em decorréncia as
condicdes climaticas favoraveis a proliferacdo do fungo durante o ciclo da cultura.

A severidade da doenca esté relacionada a sua forma de disseminagao e sobrevivéncia
através dos esclerddios, estruturas de resisténcia que permanecem viaveis no solo. Apés o
florescimento da cultura, a disseminacdo pelo vento permite um contato direto dos ascdsporos
(esporos sexuais do fungo) a abertura causada pela queda das pétalas de flores, podendo levar
a perdas de 100% da producdo (PURDY, 1979a). Em regifes com temperaturas amenas e
elevada umidade relativa as perdas sdao mais severas, sendo que muitas areas de cultivo ja
possuem a doenca disseminada via semente contaminada (KAWASAKI, 2010).

Uma alternativa que vem ganhando espaco para a eliminacao de S. sclerotiorum é a
aplicacdo do agente de controle bioldgico Trichoderma harzianum, fungo de solo que parasita
os esclerodios impedindo a continuidade do ciclo da doenca (JUNIOR; GERALDI;
CARVALHO, 2009). Um dos fatores que potencializam a a¢do do controle bioldgico é sua
aplicacdo quando a umidade relativa estiver na faixa de 55% a 70%, condicédo ideal para o
desenvolvimento de T. harzianum de campo (LATIFIAN; ESFAHANI; BARZEGAR, 2007).
Além da questdo da umidade vem se fazendo uso de forma associada de produtos como
bioativadores, com funcéo de melhor a performance dos biolégicos.

Os bioativadores surgem no mercado como uma opcdo de complexo nutricional que
deve ser disponibilizado a planta, para potencializar suas estruturas de defesa e torna-las menos

suscetiveis a condig¢des bidticas e abidticas desfavoraveis ao seu desenvolvimento (CASTRO e



VIEIRA, 2001). De acordo com Castro (2006), os bioativadores atuam nas rea¢es metabolicas
e fisioldgicas, potencializando o desenvolvimento da planta mesmo em condi¢des adversas.

Muitos agricultores realizam a aplicacdo de bioativadores para agregar melhoria ao
efeito do Trichoderma harzianum, sendo empregados com a argumentacdo de oferecerem uma
disponibilidade de nutrientes aos agentes de biocontrole, na fase inicial de estabilizag&o dos
mesmos no solo (SANTIAGO et al., 2017). No entanto, tal informac&o é uma hipétese, a qual
necessita ser validada, bem como o efeito da umidade do solo no momento da aplicacdo do
agente de controle biolégico.

Diante da necessidade de um controle eficaz de Sclerotinia sclerotiorum no cultivo de
Feijao e estudos que demonstrem a efetividade da associacdo entre bioativadores e Tricoderma
harzianum com interferéncia da umidade do solo, o presente trabalho teve como objetivo

demonstrar o efeito desses fatores sobre a melhoria do potencial do biocontrole.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de Trichoderma harzianum com bioativador e umidade do solo

quanto & eficiéncia no controle de Sclerotinia sclerotiorum na cultura do feijdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o controle da germinacdo carpogénica e miceliogénica de esclerddios através
da associacdo de bioativador e Trichoderma harzianum utilizado na cultura do feijdo em

condicdo de alta e baixa umidade do solo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS ECONOMICOS DA CULTURA DO FEIJAO NO BRASIL

Resultado de um reflexo do habito alimentar dos brasileiros, hoje o pais é considerado
0 maior produtor mundial de Feijao (Phaseolus vulgaris), atingindo na safra de 2017/2018 uma
producdo média no patamar de 3,37 milhGes de toneladas (1.014 kg/ha) ocupando uma area de
3,233 milhdes de hectares (CONAB, 2018a), sendo parte do investimento voltado ao cultivo do
feijdo preto destinado a exportagcdo e o feijdo carioca responsavel pelo abastecimento do
mercado interno (SENA, 2017).

A cultura possui uma importante vertente socioecondmica e cultural, devido,
primeiramente, ao aspecto nutricional, possuindo mais de 70 componentes entre carboidratos,
proteinas e minerais, gerando na safra de 2018 um consumo de 3,3 milhdes de toneladas, valores
expressivos em comparacao aos demais paises (CONAB, 2018b). Seguido pela alta demanda
de méo de obra para 0 processo produtivo, resultando em rentabilidade as pequenas e médias
propriedades que sdo as responsaveis pelo maior volume produzido no pais (MDA, 2015).

O maior gargalo de producdo € a preferéncia nacional pelo feijao-cores (Carioca)
pressionando os agricultores a produzi-lo em maior proporcéo, ocasionando a limitagdo na
exportacdo quando a producdo excede a necessidade do consumo interno, pois o carioca ndo
possui boa aceita¢do do mercado internacional (BRASIL, 2019). A situacdo contraria também
é possivel, ou seja, a queda na producdo favorece a importacdo, algo raro de acontecer sendo
uma estratégia para diminuicdo do preco pela falta de oferta (SANTA CATARINA, 2012).

Para contornar ou amenizar os desafios do cultivo de Feijao os aspectos produtivos
devem estar atrelados ao manejo daquilo que o limita, para que o produtor invista em algo que
Ihe garanta retorno, com segurancga alimentar e otimizacdo de tempo e gastos. Alguns dos
principais desafios sdo: auséncia de um efetivo manejo fitossanitario e uso de sementes proprias
do plantio anterior, gerando desta forma em desuniformidade de plantio, heterogeneidade entre
plantas, baixo rendimento do grdo e principalmente disseminac&o de doencas (SA; AZEVEDO,
2012).
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3.2 IMPACTOS DO MOFO BRANCO NA CULTURA DO FEIJAO

O Mofo Branco ou Podriddo de Esclerotinia é conhecido como uma doenca
cosmopolita disseminada por quase todo o mundo em decorréncia as suas caracteristicas de
facil adaptacéo a condicGes adversas (PURDY, 1979b). Esse contexto a permitiu estar entre as
doencas mais severas, englobando uma vasta gama de plantas hospedeiras, incluindo: 408
espécies, 42 variedades, 278 géneros e 75 familias (BOLAND; HALL, 1994).

O primeiro relato da S. sclerotiorum no Brasil foi em 1920 na cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) no estado de Sdo Paulo (CHAVES, 1964). Porém no mundo o seu
relato € ainda mais antigo sendo estabelecido em 1884 a nomenclatura adequada e atualmente
vigente: Sclerotinia Sclerotiorum (Lib.) de Bary (PURDY, 1979c).

No Brasil as perdas por Mofo Branco no Feijoeiro, no inicio, restringiam-se ao
extremo Sul do pais e de modo ténue em algumas regies do cerrado, que adotaram, apos a
década de 90, a expansdo da técnica do cultivo de feijdo irrigado, com produtores da regido
Centro Sul que a viram como possibilidade de colheita no periodo seco. No entanto, a técnica
beneficiou a proliferagdo da doenga nas safras de outono-inverno, gerando ambiente ideal para
o fungo: alta umidade relativa, disponibilidade hidrica no solo principalmente por piv6 central
e temperaturas atmosféricas amenas (PAULA JUNIOR et al.,2006; BALLARIS, 2014). Purdy
(1979) relacionou a severidade da doenca a incidéncia do fungo na éarea de cultivo, que em
casos extremos pode levar a perdas de 100% na producgdo, com problemas em todo ciclo da
cultura no caso do feijoeiro, afetando a planta a partir da emergéncia de campo até estadios
mais avanc¢ados do cultivo.

No estado de Goias durante a 32 safra de cultivo irrigado de feijdo os prejuizos gerados
pelo mofo branco em 2007, entre gastos com controle e queda na produgdo, somaram cerca de
R$ 674,57/ha, sendo os valores de produtividade ainda mais notaveis, uma queda em torno de
21.252 toneladas em area total de cultivo no estado (RICARDO; WANDER; JUNIOR, 2008).
As perdas chegaram a 70% em sistema de pivo central e 50% no cultivo de feijdo comum, antes
da cultura atingir o estddio de enchimento dos gréos, onde a principal responsavel pela
proliferacdo da doenca é o uso de sementes piratas, sendo que ndo existe tolerdncia para
sementes contaminadas com Sclerotinia sclerotiorum (CARDOSO, 1994; NASSER,;
NAPOLEAO; CARVAJAL, 1999).

Da mesma forma a doenca é um agravante para os Estados Unidos, gerando perdas
consideraveis, chegando a valores que ultrapassam os US$ 200 milhGes por ano, pressionando
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0 pais a investir em pesquisas que apresentem alternativas de controle (BOLTON; THOMMA,
NELSON, 2005a). Vérias regides da América do Norte tiveram sérias perdas de producéo,
sendo em 1946 o seu primeiro relato em Illinois e em 1994 foi enquadrado como um dos fungos
mais danosos a agricultura (HOFFMAN et al.,1998).

Visto sua importancia e como a mesma pode influenciar negativamente na cultura do
Feijoeiro, trabalhos que apontem solucGes e alternativas ao problema tornam-se necessarios,
principalmente em decorréncia as caracteristicas do fungo que o tornam de dificil controle e a
intensificacdo do plantio de culturas hospedeiras, que ainda ndo possuem material genético de

resisténcia a doenca em condi¢des de campo.

3.3 CICLO DE DESENVOLVIMENTO E EPIDEMOLOGIA DO MOFO BRANCO

A Sclerotinia Sclerotiorum € um microrganismo pertencente ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Discomycetes, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae e Género
Sclerotinia (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2005b). Durante todo o ciclo de
desenvolvimento, o fungo passa por trés distintas fases que inclui dorméncia, saprofitismo e
parasitismo (KORA et al. 2003).

Durante periodos em que ndo ha condicBes ideais para a germinacdo do fungo,
estruturas de resisténcia sdo formadas através de uma massa de hifas, de coloracdo escura e
tamanho irregular (Figura 1), denominados esclerédios que sdo alocados dentro ou sobre o
tecido vegetal e retornam ao solo através dos restos culturais, onde permanecem viaveis por
muito tempo até que encontrem condi¢Bes ideais e hospedeiros susceptiveis para sua
germinacdo (KIMATI et al., 1997a; GARCIA et al., 2012). Os constituintes quimicos que
compdem a formacdo dos esclerddios sdo os esteroides e peroxido de ergosterol, além de
triglicerideos e acidos graxos em menor quantidade (GARCEZ et al., 2005).

Para a continuidade do ciclo os esclerodios germinardo quando as condi¢des do
ambiente estiverem propicias ao seu desenvolvimento, normalmente no estadio fenoldgico R1
da cultura, onde o estabelecimento do crescimento vegetativo fornece um microclima no dossel
adequado ao fungo (GORGEN et al, 2007). A germinagdo ocorre de duas possiveis formas,
tanto miceliogénica gerando uma massa de hifas que materializam-se em micélios, ou

carpogénica, precursora de corpos de frutificagdo macroscopicos, conhecidos como apotécios
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(REIS et al., 2011). Todas essas etapas estdo intimamente ligadas as condi¢cdes de clima
(temperatura, umidade), pH do solo e aeracdo do solo, disponibilidade de nutriente no substrato

para o crescimento micelial, idade do esclerodio e profundidade que se encontra no solo
(WILLETS; WONG 1980, PHILLIPS, 1987). Na figura 1 € possivel observar as duas formas

de germinacao dos esclerodios.

(@) Esclerddios sobre Gerbox® ap6s germinagdo (b) Esclerodios sobre Gerbox® apds germinagdo
carpogénica com a formagéo de apotécios. miceliogénica com a formagdo de massa de micélios.

Figura 1 — Estruturas de resisténcia (esclerédios) de Sclerotinia sclerotiorum com distintas formas de
germinacdo para a continuidade do ciclo da doenga.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Durante a reproducao sexuada, ocorre a formacéao dos apotécios, quando a temperatura
estiver em torno de 10 a 25°C, alta disponibilidade hidrica, tanto por meio de chuva ou irrigagédo
que mantenha o solo saturado e alta umidade (SILVA, 2007). A liberacdo dos ascOsporos ocorre
em torno de nove dias, tendo producdo maxima ao 3° e 4° dia. Apesar de ndo contaminarem de
forma direta o tecido vegetal, poderdo de 2 a 3 dias penetrar e colonizar a planta por meio da
disseminacdo pelo vento que facilita o contato entre a estrutura do fungo e a abertura floral
(KOHN, 1979; SARTORATO; RAVA, 1994a; CARNEIRO, 2009).

A segunda forma de germinacdo do fungo transcorre-se assexuadamente pela
utilizacdo das reservas nutricionais do fungo para a germinacdo de micélios estéreis que
infectam partes da planta que tenham contato direto com o solo. Ao avancar da doenca em
condigdes de alta umidade e temperatura (20 a 25°C), ocorrera a formacédo dos esclerodios na
parte interior e exterior do tecido vegetal, onde retornardo ao solo como fonte de inoculo,
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alojando-se em restos culturais, dando origem a novos ciclos da doenca (ABAWI; GROGAN,
1979; BERGAMIN FILHO; KIMATI; AMORIM, 1995; GOMES et al. 2017). Na figura 2 é

possivel observar de forma dinamica o ciclo de vida de S. sclerotiorum nas duas formas de

germinacdo: carpogénica e miceliogénica.
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Figura 2 — Ciclo de vida Sclerotinia sclerotiorum.
Fonte: Wharton e Kirk (2007).

3.4 ASPECTOS SINTOMATOLOGICOS DO MOFO BRANCO
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O processo infeccioso ocorre em torno de 10 a 15 cm acima da linha no solo, na juncéo

do peciolo com a haste, onde partes do material vegetal como flores, pétalas e folhas ficam

retidas, sendo fontes exdgenas de nutrientes para a proliferacdo do fungo (SARTORATO;

RAVA, 1994b).
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Durante a fase vegetativa onde a planta estd mais susceptivel os sintomas mais
evidentes surgem, como pequenas manchas de aspecto aquoso (SARAN, 2013). Com o
agravante da doenca e o aumento representativo das manchas, os 6rgaos vegetais infectados
perdem a cor e apresentam podriddo mole, que por sua vez, em condi¢des adequadas propiciara
a formacao de micélios brancos e cotonosos (KIMATI et al., 1997b). Na figura 3 &

possivel observar os sintomas da S. sclerotiorum no feijoeiro.

Figura 3 — Vagens de Feijdo contaminado por micélio cotonoso em
estadio avancado do mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum).
Fonte: Embrapa (2008).

A massa de micélios ira se diferenciar em esclerddios na superficie do vegetal e caso
exista um rompimento do caule podem infestar a medula (CHAMBERLAIN, 1973). As
sementes similarmente sdo afetadas, refletem os sintomas com a formacéo de massa de miceélios
que envolvem-nas ocasionando perdas de coloracdo, tamanho reduzido e anormalidade no
formato que passa a ndo corresponder ao padrdo da cultura (VENEGAS, 2006; PARISI et al.
2006).

Com a evolugdo da infeccdo do fungo através da liberacdo de suas toxinas, pode
ocorrer a debilitacdo generalizada na planta, incluindo seus diferentes 6rgaos, como, haste
principal e hastes laterais, flores, folhas e vagens, anulando a capacidade de defesa da planta e

adiantando assim seu processo de senescéncia e por fim, sua morte (MEYER et al, 2014).
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3.5 ASPECTOS GERAIS DO Trichoderma harzianum

O uso de bioldgicos vem sendo utilizado como um alternativa aos produtos quimicos,
que surge como uma forma de contribuicdo no que diz respeito a sustentabilidade,
proporcionando a seguranga alimentar, um importante conceito a ser seguido. Nesse sentido, 0
Trichoderma esta entre os microorganismos com grande potencial antagonista para 0 manejo
biolégico de doenca com destaque ao Mofo Branco, representando o principal constituinte de
metade dos produtos bioldgicos comercializados, onde deste total, 38% é destinada a producéo
a base do género Trichoderma harzianum (BETTIOL et al., 2012).

O Trichoderma harzianum é um fungo saprofitico de comportamento cosmopolita,
habitando diferentes tipos de solos em decorréncia das suas caracteristicas morfoldgicas e
rapido crescimento, que o possibilitou agressividade competitiva em detrimento aos demais
fungos (LUCON, CHAVES, BACILIERI; 2014). Esse género estd classificado
taxonomicamente ao Filo Ascomycetes, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia
Hypocreaceae (BLASZCZYK et al., 2014).

O fungo é caracterizado pela presenca de conidios (esporos) ovoides, globosos e
subglobosas sendo as linhagens em sua maioria uninucleadas influenciando diretamente na
variabilidade Trichoderma harzianum (PERES; MELO, 1995; SHAH; NASREEN; SHEIKH,
2012). A mudanca em sua coloracdo esta intimamente ligada as diferentes fases do ciclo de
desenvolvimento do fungo, possuindo em um periodo inicial micélios de coloracdo
esbranquicados, onde em decorréncia da esporulacdo tornaram-se verde escuro e cotonosos,
todas essas mudancas de fases (crescimento e amadurecimento) sao altamente dependentes das
condicdes ideais de clima, pH e alta umidade (OMERO - ARENAS et al., 2009).

3.6 EFEITO ANTAGONISTA DE Trichoderma harzianum SOBRE O MOFO BRANCO

O primeiro relato que associou a eficiéncia do Trichoderma ao controle de patégenos
ocorreu no ano de 1950 na cultura do Fumo com o proposito de inativar 0 mosaico comum

através das substancias toxicas liberadas pelo fungo (FORSTER, 1950). Desde entdo inimeros
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estudos foram feitos sendo hoje um dos agentes de controle de maior investimento na rea da
pesquisa, em decorréncia as suas caracteristicas que o tornam eficaz e rentavel no setor agricola.

Devido a alta capacidade de colonizar a rizosfera em areas de plantas cultivadas e se
estabelecer em restos culturais onde auxilia no processo de decomposicao da matéria organica,
o fungo pode afetar inimeros patdgenos de diversas maneiras, tais como antibiose, competicéo,
parasitismo, hipoviruléncia, predacéo ou inducdo de defesa do hospedeiro (GAUCH; ZOBEL,
1996, GERALDINE et al., 2011). Para inibir a germinacédo do micro-organismo fitopatogénico
ha liberacdo de substancias tdxicas constituidas de enzimas antifungicas, incluindo quitinases
e beta-1,3 glucanases (HARMAN, 2006).

Para que haja efetividade na agdo antagonista do Trichoderma sobre a Sclerotinia
sclerotiorum as aberturas naturais resultantes da germinacao carpogénica facilitam a penetracédo
do fungo que adotam um comportamento parasitario (GERALDINE; LOBO JUNIOR, 2011).
Temperaturas entre 22 e 30°C em conjunto com umidade do solo em torno de 70% se mostram
como as condigdes ideais para sobrevivéncia do patégeno, assim como para o desenvolvimento
do agente de controle biolégico (FIPKE et al, 2015; JACOB et al., 2018). Em condicdes de
campo, a palhada potencializa a atividade biocontroladora sendo o fungo dependendo de um
microclima favordvel a sua acdo, de tal modo obtém-se maior numero de esclerodios
parasitados por Trichoderma harzianum em solos com cobertura (GORGEN et al., 2009). Na
figura 4 é notével a colonizacdo de esclerédios por Trichoderma impossibilitando a

continuidade do ciclo da doenca.

Figura 4 — Esclerddios (estrutura de resisténcia) de Sclerotinia sclerotiorum, fungo
responsavel pelo Mofo Branco, colonizados por Trichoderma spp.
Fonte: Mauricio C. Meyer (2016).
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O efeito positivo do Trichoderma néo esta somente relacionado ao controle direto dos
esclerddios, mas em fatores interligados a prote¢do do sistema radicular, que por sua vez, gera
plantas mais vigorosas e adaptadas a condi¢Ges adversas (BINSFELD et al., 2014a). Quando
testado o fungo em soja, feijdo caupi, arroz e milho os resultados obtidos indicaram melhor
absorcdo de nutrientes, aumento da parte aérea e volume radicular de tal forma a gerar
resultados acima de 60% de biomassa, quando comparadas a cultivares que nao tiveram
Trichoderma em contato com a raiz (CHAGAS et al., 2017).

A tecnologia de aplicacdo de Trichoderma em plantio de feijdo garante o sucesso da
acdo do fungo, sendo adequado o processo Vvia barra de pulverizagdo ou agua de irrigacédo, para
cobrir 100% da area infestada com o patégeno, porém o efeito sé serd satisfatério quando as
condicdes climaticas no momento da aplicacao estiverem ideais (JUNIOR et al., 2009). Naher
et al. (2014) relataram gue em condicdes de campo o Trichoderma é resistente a maioria dos
insumos utilizados na agricultura como herbicidas, fungicidas e compostos fendlicos atribuindo

vantagens a sua associagao para um manejo de doenca eficiente.

3.7 BIOATIVADORES NA AGRICULTURA

Novas tecnologias sdo lancadas no mercado com o objetivo de preservar ou até mesmo
aumentar producdo agricola em locais que apresentem condicdes bidticas e abidticas adversas,
tais como produtos intitulados bioativadores, que buscam interferir na resposta natural da planta
e permiti-la maxima expressao (ASSIS et al., 2014). Castro (2006) os definiu como substancias
organicas complexas modificadoras do crescimento capazes de atuar em fatores de transcricdo
da planta e na expressao génica, em proteina de membrana alterando o transporte i6nico e em
enzimas metabolicas capazes de afetar o metabolismo secundario, de modo a modificar a
nutricdo mineral, produzir precursores de hormdénios vegetais, levando a sintese hormonal e a
resposta das plantas a nutrientes e hormonios.

Alguns trabalhos constatam a eficiéncia dos bioativadores em tratamentos de semente,
onde Battistus et al. (2013) demonstraram que inseticidas com propriedade bioativadora
Tiametoxam associados a fungicidas proporcionam melhor controle de ferrugem na folha em
plantas de trigo. Almeida et al. (2011) mostraram que em doses muito elevada do produto

ocorre um decréscimo na resposta da planta, sendo na cultura do arroz doses em torno de 300
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a 400 mL de produto para 100 kg semente as mais indicadas para a melhoria no desempenho
fisioldgico.

Na cultura do feijdo existem varios trabalhos em diferentes areas que apontam 0s
pontos positivos no uso de bioativadores. Dentre eles, Castellanos et al. (2015) demonstraram
que plantulas apos tratamento com dose de 105 g de thiamethoxam por 100 kg, aumentaram os
valores de clorofila devido & melhoria dos teores de aminoacidos, atividade de enzimas e sintese
de hormonios vegetais. Deuner et al. (2016) apontaram que sementes de cultivares de Perola e
lapar tratadas com bioativador em doses de 1; 2; 3; 4 e 5 ml por Kg ndo sofrem influéncia
negativa nas isoenzimas que desempenham funcbes metabdlicas especificas de extrema
importancia para a manutengdo do metabolismo da planta.

Cunha et al. (2016) estudaram o efeito do bioativador em diferentes doses sobre
sementes de milheto com diferentes intensidades na qualidade do lote. Os autores constataram
que em 210 a 230 mL de produto por 100 kg de semente a resposta fisiologica e o potencial
germinativo foram expressivos, principalmente em lotes com baixa qualidade. O mesmo foi
observado em sementes de feijdo perola onde em doses de 500 mL por 100 Kg de sementes o
bioativador proporciona acréscimos na velocidade de germinacdo aos 72, 96, 120 e 144 dias
apos a semeadura (CARVALHO et al., 2014).

Trevisan e Smiderle Junior (2016) concluiram que soja Nidera 5909 com aplicacdo de
bioativador, na quantidade de 2 mL para cada quilograma de sementes em associacdo a trés
aplicacdes foliares, obteve resultados superiores em aspectos como: comprimento da raiz
pivotante, numero de raizes secundarias, massa seca de parte aérea e de raiz, estatura, nimero
de vagem, numero de grdos por vagem. A substancia possui boa resposta em hortalicas e
frutiferas com melhoria na fisiologia e quebra de dorméncia respectivamente. Desta forma,
Almeida et al. (2009) observaram que em sementes de cenouras tratadas em concentracdes de
0,05 e 0,4 mL/L do bioativador houve aumento no desempenho fisioldgico, independente se
ocorreu ou ndo estresse hidrico, visto a limitacdo da cultura em condi¢des de campo devido a
germinacdo lenta e desuniformidade na emergéncia. O Bioativador utilizado na quebra de
dorméncia em gemas de pessegueiros com as cultivares ‘Chiripa’ e Rubidoux apresentou boa
quebra de dorméncia, aumento de frutos por planta e antecipacéo da colheita (CASTRO et al.,
2016).

Apesar de ser amplamente comercializado ainda ha controveérsias sobre os seus reais
efeitos mostrando resultados conflitantes (VASCONCELOS, 2006). Em germinacdo de
sementes de soja de alto vigor em casa de vegetagdo, obteve-se resultados negativos quando

comparadas as testadas em laboratorio, mostrando que néo somente o efeito do bioativador
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pode ser negativo mas também a necessidade de se testar em diferentes ambientes para obtencédo
de resultados confidveis (BINSFELD et al., 2014b).

Ha uma dificuldade em encontrar trabalhos que relatem o bioativador como
componente que potencialize o agente de controle biologico para eliminacdo do Mofo Branco.
Sobre a umidade relativa adequada para 0 momento de aplicagéo os resultados sdo ainda mais

escassos, validando a importancia do presente trabalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O experimento em campo foi conduzido na area experimental da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), localizada na estrada para Boa Esperanca, Km 04 -
Zona Rural, Dois Vizinhos — PR. A microrregido pertence ao 3° Planalto Paranaense, com
altitude média 509 metros acima do nivel do mar (planalto com altitude), entre as coordenadas
geograficas 25° 44° 03" - 25° 46” 05” Sul € 53° 03” 01" - 53° 03” 10” Oeste — GR. O clima de
acordo com a classificacdo climatica de Koeppen que ocorre no municipio o do tipo climéatico
Cfa.

4.2 OBTENCAO E PREPARACAO DOS ESCLERODIOS

Os esclerddios foram obtidos em uma unidade de processamento de gréos, no processo
de pré-limpeza, oriundos de lavoura de soja, localizada no municipio de Guarapuava — PR.
Dessa forma, obteve-se esclerddios viaveis e com alta patogenicidade, os quais foram utilizados
no trabalho. Os esclerddios foram devidamente separados de forma aleatoria, agrupando 50
esclerddios por sacos de tela de nailon com malha de 1,5 mm (Figura 4). Posteriormente,
levados em campo, fixados por bandeiras para a demarcacgdo da posicédo de cada tratamento e

sua respectiva repeticao.

Figura 5 — Separacao dos esclerodios alocados
em sacos de tela de ndilon, posteriormente
levados em campo.

Fonte: Arauivo pessoal (2019).
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4.3 CONDUCAO DO EXPERIMENTO EM CAMPO

Os produtos testados foram preparados em laboratorio, conforme as respectivas doses
e recomendacdo da bula para alvo bioldgico, e preparado volume de 5 litros, utilizado no

experimento, como consta a Tabela 1.

Tabela 1. Doses de recomendacdo de bula e quantidade adaptada ao volume de calda a ser
utilizado. UTFPR, Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Recomendagcéo de

Produto bula Quantidade para vol. de calda de 5L
Trichoderma harzianum (Ecotrich®) 250 g/ha 8,3¢
Bioativador (Moss®) 300 mL/ha 10 ml

Fonte: Arquivo pessoal (2019).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), com parcelas de 4
linhas em 6 m de comprimento, em 6 repetigdes.

Foi realizada uma Unica aplicacdo no estadio vegetativo em V6 (Figura 6), sendo
calibrado para 200 litros de calda por hectare, com as respectivas associacbes como pode ser

observado na Tabela 2. Os esclerddios foram posicionados acima do solo e abaixo da palhada

de gramineas (Figura 7).

(a) Demarcacéo do campo do experimento. (b) Mistura dos produtos realizado no campo em
pulverizador costal.

Figura 6 — Etapa de implantacao do experimento em campo com a indicagdo das repeti¢des e tratamentos,
assim como mistura correta dos produtos e sua aplicacao com pulverizador costal.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).
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(a) Aplicacao do produto com pulverizador costal em  (b) pPalhada sobre os esclerédios em sistema de plantio
meio a cultura do feijéo. direto.

Figura 7 — Aplicacéo dos produtos e adi¢do de palhada para simulagéo das condigdes naturais de campo em
sistema de plantio direto caracterizando a Gltima etapa da implantagdo do experimento em campo
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Tabela 2. Tratamentos que foram avaliados quanto a sua eficiéncia na germinacdo de
esclerddios, em condicéo de campo na cultura do feijdo. UTFPR, Campus Dois Vizinhos — PR,
2019.

TRATAMENTOS ASSOCIACOES
T1 Testemunha (baixa umidade)
T Testemunha (alta umidade)
T3 Trichoderma harzianum + baixa umidade
T4 Trichoderma harzianum + alta umidade
T Trichoderma harzianum + Bioativador (MOSS®) + baixa umidade
T6 Trichoderma harzianum + Bioativador (MOSS®) + Alta umidade

Fonte: Arquivo pessoal (2019).

4.3.1 Umidade do solo

Em campo, para manter a alta umidade do solo, foram a cada dois dias, irrigado a area

considerada com alta umidade, com auxilio de um regador, sendo simulada uma chuva de 20
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milimetros (Figura 8). A palhada permaneceu sobre o material para que os esclerddios néo

ficassem expostos e manteve-se 0 ambiente adequado ao fungo.

Figura 8 — Aplicacdo de agua com auxilio do regador para manutencéo da umidade sobre os tratamentos
previamente determinados
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

4.3.2 Coleta dos esclerddios

Ao final de 20 dias apds a aplicacdo os esclerodios foram retirados do campo,
condicionados em sacos de plasticos transparentes onde todas as amostras estavam separadas
por tratamento e repeticdo através de identificacdo e encaminhadas ao laborat6rio para a

conducdo das préximas etapas do experimento (Figura 9).
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(a) Retirada das pandeiras utlizadas (p) Esclerddios em sacos de nailon (C) Deposicdo em sacos plasticos,
para demarcacé&o. ap6s movido a cobertura de palhada. ~ transportados em bandeja.

Figura 9 — Processo de retirada dos esclerdédios em meio ao cultivo de feijdo, para posteriormente serem
conduzidos em laboratério.
Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

6.4 CONDUCAO DO EXPERIMENTO EM LABORATORIO

6.4.1 Autoclavagem do solo

O solo foi coletado na area experimental da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Dois Vizinhos, que caracteriza-se como o Nitossolo vermelho distroférrico,
foi realizado o armazenamento em sacos de polipropileno, com espessura de 30 micras que
acomoda 4 Kg, apos ser devidamente vedado, acomodado na autoclave com uma temperatura
de 121°C e pressdo de trabalho de 1,2 Kgf cm 2 (SIEGA, 2018). O processo durou ao todo 3
dias onde o solo permaneceu por 1h em processo de autoclavegem e intervalo de 24h repetindo
0 método até completar o total de dias.

6.4.2 Processo de montagem da germinacéo carpogénica

Foram selecionadas 24 caixas de Gerbox® (11 x 11 x 3,5 cm com capacidade méaxima

de 250 ml) que acomodaram 25 esclerddios em 200 g de solo. Crato (2013) indicou que o solo
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deve ser umedecido de forma a atingir 100% da capacidade de campo, sendo assim, 6,0 mm de
acordo com o volume de solo utilizado por Gerbox®.

Os esclerodios retirados do campo ndo receberam nenhum tipo de desinfeccdo para
obtencdo de reais resultados do condicionamento em campo, portanto, apenas foram retirados
das telas de nailon em que estavam e distribuidos diretamente em caixas Gerbox® com solo
autoclavado (Figura 10).

Os Gerbox® depois de vedados foram acomodados e incubados na estufa do
Laboratorio de Microscopia da UTFPR — DV com temperatura em torno de 18°C (x 2°C),
fotoperiodo continuo por 30 dias para a formacdo dos apotécios e avaliagdo final do
experimento. Nesse periodo, para manter a capacidade de campo do solo, observou-se a

necessidade de reposicao de agua e adicionou-se conforme a falta.

il | P > : : ’k

pdr caixas Gerbox®.

%

€)) Esclerédios; retirados do car_ﬁﬁd (b) Cofloca(;éo dos esclerddios em  (c) 25 esclerddios
sem esterilizacdo, separados por caixas Gerbox®.
tratamento e repeticdo.

Figura 10 — Processo de montagem em laboratério dos esclerédios para avaliacdo da germinagdo
carpogénica.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

4.4.3 Processo de montagem da germinacdo miceliogénica

Foram necessarias 24 placas de Petri® previamente autoclavadas, contendo meio de
cultura BDA (batata, dextrose e agar) sendo sua composic¢éo 2009 de batata, 20g de dextrose,
20 g de agar e 1000 mL de agua destilada.

Em Camara de fluxo laminar o meio de cultura foi vertido nas Placas de Petri. Apds
sua solidificacdo, foram depositados 5 esclerddios por placa, manuseadas em torno da chama

de lamparina para ndo ocorrer contaminacdo externa no material. Com auxilio da pinca os
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esclerddios (sem receber tratamento para desinfestagdo) foram gentilmente organizados de
forma a ficarem bem distribuidos e facilitar no momento de avaliacdo (Figura 11).
Apds, as placas foram vedadas e armazenadas em Incubadora BOD a 20°C,

fotoperiodo de 12 horas e umidade de 40 a 85% para germinarem.

.
WO -l k “
(a) Placas autoclavadas, com meio (b) Pinga esterilizada em torno da (c) Colocacdo de 5 esclerodios por
de cultura em cdmara de fluxo chama de lamparina e imersa em alcool placa através do auxilio de pinca.

laminar. 70% para evitar a contaminacdo dos
tratamentos.

Figura 11 — Processo de manuseio dos esclerédios em laboratério para montagem da avaliacdo da
germinacéo miceliogénica.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

4.5 VARIAVEIS ANALISADAS

4.5.1 Germinagao carpogénica

Foram avaliados ap6s o encerramento do experimento aos 30 dias diversas
caracteristicas dos esclerédios em uma avaliacdo carpogénica: quantificacdo de germinados,
nimero de apotécios (separados de acordo com seus respectivos tamanhos) e estipe por
esclerddios, esclerédios com micélios, apotécios com alguma deformacdo e esclerddios
parasitados por efeito antagonista do Trichoderma (aspecto esverdeado dependendo do avango
do fungo).

O procedimento foi realizado em local bem iluminado que facilitou a visualizacao,
tomando todos os cuidados para ndo modificar o meio e alterar os resultados. Todos os valores
foram anotados para a andlise estatistica.
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4.5.2 Germinagdo miceliogénica

Foram avaliados diariamente, durante uma semana os esclerédios germinados e o
crescimento micelial (tempo médio que os micélios levam para contaminar toda a placa) e
possivel infestacdo de Trichoderma de forma a completar 24, 48, 72 e 96 horas apds o inicio da

incubacéo.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados (DBC), em 6 tratamentos de 4
repeticdes para o experimento de germinacdo carpogénica e germinacdo miceliogénica. Os
resultados obtidos das avali¢fes foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente a
andlise de variancia (ANOVA) e como significativos foi utilizado o teste de comparagéo de
médias através do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro para constatar a significancia
do efeito dos blocos. Utilizou-se o software Rbio (BHERING, 2017) para germinacdo

carpogénica, miceliogénica e obtencdo da analise de regressao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 GERMINACAO CARPOGENICA

Os dados da tabela 3 descrevem a interacao entre os fatores em estudo, umidade e

tratamentos, através do percentual de germinacédo dos esclerddios.

Tabela 3. Médias da interacdo dos fatores no Percentual de esclerodios que germinaram (%).
UTFPR, Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Percentual de esclerddios que germinaram (%o)

T. harzianum +

Fator Testemunha T. harzianum L
Bioativador
Alta umidade 4,0 aA 2,66 bA 1,33 bA
Baixa umidade 13,33 aC 52 aA 34,66 aB
CV % 36,06

Médias seguidas de letras distintas diferenciam-se estatisticamente entre si, maitscula na linha e mindscula na
coluna, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Os resultados demonstraram o potencial o efeito da umidade do solo em relacdo a
viabilidade dos esclerddios. Em condicdo de alta umidade do solo, ocorreu uma menor
germinacdo da S. sclerotiorum para todos os tratamentos avaliados (Figura 12). Nessa
condi¢cdo, mesmo na testemunha ocorreu baixa germinacéo, fator que pode estar relacionado a
presenca de agentes de biocontrole de forma natural no campo. Tal resultado, nos sugerem que
a aplicacdo de Trichoderma deve ser realizado em condi¢cdo de alta umidade do solo, fator
essencial para estabilizacdo do agente biologico e eficiéncia no controle de S. sclerotiorum.

De acordo com Machado et al. (2012), a aplicacdo de Trichoderma deve ser realizada
em condicOes de alta umidade relativa, e Howell (2003) confirma que a umidade é um dos
fatores principais que interferem no desempenho de Trichoderma, seja em condic¢Ges de
inoculacdo na semente ou tratamento aplicado em substrato. Latifian, Esfahani e Barzegar

(2007) relataram que o alto teor de umidade interferiu significativamente na atividade
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enzimatica e producéo de celulase em uma espécie de Trichoderma, relatos que confirmam o

comportamento esperado do T. harzianum nessas condicdes.
Bralna (2011) constatou que o agente de biocontrole tem picos de esporulacéo quando
submetido a agua na proporcdo de 80%. Sugere resultados semelhantes ao encontrado no

presente trabalho, visto que ambos constatam que o maior desempenho do Trichoderma ocorre

com a presenca de umidade.
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(c) Numero total de esclerddios germinados em d) Numero total de esclerédios germinados em
condicdo de alta umidade do solo com T. condigao de baixa umidade do solo com T. harzianum
harzianum + Bioativador + Bioativador

Figura 12 — Esclerédios extraidos do campo em cultivo de feijdo, submetidos a diferentes tratamentos sob
alta e baixa umidade do solo. Posteriormente levados a laboratorio em caixa Gerbox®.

Fonte: Arquivo pessoal (2019).
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Na tabela 4 pode-se observar a formacéao de apotécio nos esclerddios viaveis, ou seja,

0s que ndo foram inviabilizados por Trichoderma.

Tabela 4. Médias da interacdo dos fatores na formacédo de apotécios (n°). UTFPR, Campus
Dois Vizinhos — PR, 2019.

Apotécios (n°)

. i +
Fator Testemunha T. harzianum T. harzianum

Bioativador
Alta umidade 22,33 aA 18 aB 12,0 aC
Baixa umidade 10,66 aB 6,33 bB 11,66 aA
CV % 14,12

Médias seguidas de letras distintas diferenciam-se estatisticamente entre si, mailscula na linha e mindscula na
coluna, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Os resultados demonstram que os esclerédios que germinaram e formaram apotécio,
na condicdo de alta umidade, com Trichoderma e Trichoderma + bioativador reduziu 0 nimero
de apotécios. Tal resultado nos sugere que além da condicdo de umidade ser um fator
preponderante na efetividade do biocontrole (Tabela 3), a associacdo com bioativadores reduz
0 numero de apotécio (Tabela 4), fator importante considerando a epidemiologia do mofo
branco, o qual cada apotécio tem capacidade de disseminar um grande nimero de ascOsporos,
e a reducdo de apotécios, consequentemente reduz a fonte de inoculo inicial.

Ja foi comprovado a capacidade de sobrevivéncia a longo prazo e potencial
reprodutivo de S. sclerotiorum (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2005c), com a grande
disseminacéo de ascosporos que sdo a principal fonte de in6culo, sendo portando proporcional
seu aumento com a maior quantidade de apotécios. Ha relatos de que o apotécio descarrega
seus ascosporos a uma distancia maior de 1 cm, e esses, sdo transportados pelas correntes de ar
por centenas de metros e até quilébmetros de distancia (BEN-YEPHET; BITTON, 1985).

Rocha et al. (2018) constataram que S. sclerotiorum apresenta variabilidade de
agressividade no hospedeiro, através do estudo da distribuicdo do patdégeno em campo de
feijoeiro, sob diferentes formas de controle foliar. A partir deste, reafirmou-se a importancia do
controle efetivo do fungo no solo para inibir a formagdo de apotécios e, consequentemente,

ascosporos, pois a severidade da doenca é proporcional a quantidade de indculo presente no
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solo, 0 que torna o resultado encontrado (Tabela 4) um potencial de controle das estruturas de
frutificacdo do patdgeno, sob as condigdes estabelecidas.

Na tabela 5, podemos observar o efeito dos tratamentos quanto ao nimero de apotécios
por esclerédios na condicdo de alta umidade, ou seja, a condi¢cdo de melhor efetividade do

biocontrole.

Tabela 5. Médias da Quantidade de Apotécio por Esclerddio nos tratamentos submetidos a alta
umidade, que obtiveram diferenca significativa apenas para o fator de tratamento. UTFPR,
Campus Dois Vizinhos — PR, 2019.

Quantidade média de Apotécio/Esclerddio

Fator Alta umidade
Testemunha 2,80 a
T. harzianum 1,95b
T. harzianum + Bioativador 1,24 c
CV % 18,85

Médias seguidas de letras distintas diferenciam-se entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Os resultados demonstram que o Trichoderma e a associacdo com bioativadores
reduziu o nimero de apotécios, e de forma mais eficiente com o uso do biotivador. Tal fator
pode estar relacionado ao melhor desempenho do biocontrole quando aplicado com fontes
nutricionais, no caso o bioativador.

Rossi — Rodrigues et al. (2009), relataram que apesar do Trichoderma ser adaptado a
sobreviver em solos pobres, sua acdo pode ser potencializada quando condicionados em
ambiente rico nutricionalmente com nitrogénio e carbono. Deste modo a eficiéncia do
biotivador como composto potencializador do Trichoderma harziniarum, visto que ambos séo

fontes de micro e macro nutrientes incluindo o Nitrogénio.
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5.2 Trichoderma harzianum, BIOATIVADORES E O FATOR UMIDADE COMO
CONTROLE DA GERMINACAO MICELIOGENICA

As figuras 13 e 14 apresentam as equacdes de regresséo para as linhas de tendéncia em
funcdo da germinacdo dos esclerddios em relacdo ao periodo apds o plagueamento para 0s
diferentes tratamentos. O melhor ajuste do modelo linear na condicao de alta umidade (Figura
1) foi obtido com as médias de germinacao dos tratamentos submetidos a alta umidade com T.
harzianum (R2=1) e T. harzianum + Bioativador (R2=1) o que significa que had 100% de
correlacdo entre o periodo ap6s o plaqueamento e a quantidade de esclerédios germinados. Para
a Testemunha (R2=0.9781) essa correlacdo é de 97,81%, menor que 100% mas ainda
considerada uma forte correlacdo, demonstrando que a variacdo da germinacdo (eixo Y)

depende do periodo ap6s o plagueamento (eixo Xx), uma correlacao direta (r > 0).

vy =-0.0018x% + 0.287x - 5.6875 RSN

R2=0.9781 e T
<
= °.
g 4
=
= -
E 3 ® Testemunha
&D ® T. harzianum
S 2
= P T. harz.+Bioat.
8] B
B ;
2 1 7 y=-6E-05%° +0.0095x> - 0.3837x + 4.5
[aa] . . R2=1

O 2
24 48 72 96

Periodo apos plaqueamento (horas)

Figura 13 — Germinacao de esclerddios em funcéo do tempo em condicfes de umidade e T.
harzianum isolado e em associa¢do com Bioativador.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

O tratamento que mais tardou a germinacdo miceliogénica foi o T. harzianum, o que
pode ser observado na comparacao entre as linhas de tendéncia, no periodo de 48hs, onde ha
menor nimero de esclerédios germinados nesse periodo para o T. harzianum, determinando-o
como melhor controle nas condigdes de umidade. A Testemunha seria 0 segundo melhor

controle pela quantidade inicial menor de germinados, no entanto a associagéo dos produtos (T.
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harz. + Bioat.) demonstra potencial, pois ao longo do periodo houve reducdo na germinagdo
(72hs) enquanto na Testemunha, apesar do controle inicial maior, houve maior intensidade no
crescimento ao longo do periodo. As linhas se aproximam conforme completa-se o periodo
maximo de 96hs, com a quantidade total de esclerddios (5) germinados para todos 0s
tratamentos.

Resultados que demonstram o potencial de biocontrole do Trichoderma ja foram
encontrados, como altamente antag6nico a S. sclerotiorum, além de sua potencializacéo de agédo
em alta umidade, recomendando sua aplicacdo nessas condi¢cbes (ALVARENGA et al., 2007;
MACHADO et al., 2012b) Moraes e Carvalho (2015) relataram resultados semelhantes do
potencial de controle do Trichoderma ao avaliar o antagonismo in vitro de isolados
de Trichoderma sp. contra S. sclerotiorum, onde foi possivel constatar que todos os isolados
inibiram o crescimento do patégeno comparado com a testemunha.

J& na associagdo de produtos (T. harz. + Bioat.), 0 complexo nutricional fornecido
interfere na maior colonizagdo do Trichoderma, assim como observou-se na germinacao
carpogeénica, pois o bioagente é capaz de utilizar as fontes nutricionais fornecidas para seu
crescimento e sobrevivéncia (ROSSI — RODRIGUES et al.,2009b) o que pode explicar a
melhor estabilizacdo na germinacgdo dos esclerddios com a associagao.

Para as condic¢des sem umidade (Figura 2), o melhor ajuste do modelo linear foi obtido
com as médias de germinacao da Testemunha (R2=1), com 100% de correlacao entre o periodo
apos o plagueamento e a quantidade de esclerédios germinados e para o T. harzianum
(R2=0.9953) a correlacdo foi de 99,53% e 99,1% para T. harzianum + Bioativador (R2=0.991),
uma forte correlacdo e igualada a Testemunha de 100% demonstrando que a variagdo da
germinacao (eixo y) depende do periodo apds o plaqueamento (eixo X), uma correlacdo direta
(r>0).
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o 5
= y=-0.0016x% + 0.263x - 5.3125
& 4 RZ=0.9953
g 3 ® Testemunha
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Figura 14 — Germinagao de esclerddios em funcéo do tempo em condig¢des sem umidade e T.
harzianum isolado e em associagdo com Bioativador.
Fonte: Arquivo pessoal (2019).

A Testemunha apresentou maior controle da germinacdo miceliogénica na condicdo sem
umidade, inicialmente, observando-se a comparacdo no periodo de 48hs onde h& menor
quantidade de esclerodios germinados. No entanto, o tratamento de associacdo entre T.
harzianum + Bioativador apresenta potencial, pois ao longo do periodo os esclerédios com o
tratamento Testemunha apresentaram germinagdo mais intensa que os demais, como ocorre de
forma semelhante na figura anterior. Sendo assim, a associac¢ao (T. harz. + Bioat.) se destaca
pelo melhor controle micelial em relagéo ao T. harzianum por proporcionar menor quantidade
de esclerddios germinados ao longo de todo periodo e por apresentar menor intensidade final
na germinacdo em relacdo a Testemunha.

A menor ac¢do do Trichoderma na condi¢do sem umidade € esperada, pois, conforme
descrito pelos trabalhos, sua aplicacdo para melhor desempenho deve ser feita em condigdes de
umidade (JONES; BIENKOWSKI; STEWART, 2015) o que é observado com sua melhor
atuacdo na figura anterior e a partir disso, confirmando seu baixo desempenho em relagdo ao

tratamento de associacgdo dos produtos (Figura 15).
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(a) Avaliagdo em 96 horas do crescimento micelial de (b) Avaliacdo em 96 horas do crescimento micelial de
S. sclerotiorum em condigdo de alta umidade, tratados S. sclerotiorum em condic&o de baixa umidade, tratados
com T. harzianum com T. harzianum.

Figura 15 — Esclerédios retirados do campo em plantio de feijdo, para avaliacdo do biocontrole de T.
harzianum, sob alta e baixa umidade em relacéo a germinacao micelogénica.
Fonte: Arquivo Pessoal (2019).

O comportamento da associacdo entre os produtos se tornou melhor em relagéo
ao Trichoderma, conforme descrito, devido ao fornecimento do complexo nutricional, que em
baixa umidade pode ser determinante para o desenvolvimento do biocontrole. O mesmo explica
a estabilizacdo da germinagdo lldos esclerodios no terceiro dia, em relagdo a testemunha.
Ambrosio et al. (2008) e Neto et al. (2016) constataram que do fornecimento de nutrientes
auxilia no controle de diversos patégenos, quando em alta concentracdo de nutrientes no
substrato, da mesma forma que sua reducdo ira estabilizar seu crescimento até a falta total de
nutrientes causando a morte dos agentes de biocontrole (Figura 16). O resultado da combinacéo
entre os produtos demonstra assim que apesar das condi¢es de competicdo entre o patégeno e
o T. harzianum ter gerado uma atuacdo mediana, tal associagcdo pode ser vista como potencial

de uso.
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(a) Avaliagdo em 96 horas do crescimento micelial de  (b) Avalia¢do em 96 horas do crescimento micelial de
S. sclerotiorum em condicdo de alta umidade, tratados S. sclerotiorum em condigdo de baixa umidade,
com T. harzianum + Bioativador tratados com T. harzianum + Bioativador

Figura 16 - Esclerddios retirados do campo em plantio de feijdo, para avaliacdo do biocontrole de T.
harzianum + Bioativador, sob alta e baixa umidade em relagdo a germinacao micelogénica.
Fonte: Arquivo Pessoal (2019).
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6 CONCLUSOES

A aplicacdo do agente de controle biologico Trichoderma harzianum em condicédo de
alta umidade do solo é um fator que contribui com a efetividade no controle de Sclerotinia
sclerotiorum.

O uso de Trichoderma harzianum em associacdo com bioativador melhora o

desempenho do biocontrole sobre S. sclerotiorum.
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