UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM AGRONOMIA

MAIRA CRISTINA SCHUSTER RUSSIANO

PROSPECGAO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. COM POTENCIAL DE
BIOCONTROLE, BIOESTIMULO, INDUGAO DE RESISTENCIA E
SOLUBILIZAGAO DE NUTRIENTES PARA CULTURA DA SOJA

TESE

PATO BRANCO
2024



MAIRA CRISTINA SCHUSTER RUSSIANO

PROSPECGAO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. COM POTENCIAL DE
BIOCONTROLE, BIOESTIMULO, INDUGAO DE RESISTENCIA E
SOLUBILIZAGAO DE NUTRIENTES PARA CULTURA DA SOJA

Prospecting for isolates of Trichoderma spp. with potential for biocontrol, biostimulation,

resistance induction and nutrient solubilization for soybean crops

Tese apresentada como requisito para
obtencgao do titulo de Doutor em Agronomia -
Area de Concentracdo: Producdo Vegetal da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR).

Orientador: Sérgio Miguel Mazaro
Coorientadora: Lilian de Souza Vismara

PATO BRANCO
2024

Esta licenga permite remixe, adaptacao e criagao a partir do trabalho, para
fins ndo comerciais, desde que sejam atribuidos créditos ao(s)
Ll autor(es). Conteudos elaborados por terceiros, citados e referenciados

4.0 Internacional nesta obra n&o sdo cobertos pela licenga.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.pt_BR
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.pt_BR

a Ministério da Educagao
‘ Universidade Tecnolégica Federal do Parana ' l I rPR

Campus Pato Branco

MAIRA CRISTINA SCHUSTER RUSSIANO

PROSPECGCAO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. COM POTENCIAL
DE BIOCONTROLE, BIOESTIMULO, INDUGAO DE RESISTENCIA E
SOLUBILIZA(}AO DE NUTRIENTES PARA CULTURA DA SOJA.

Trabalho de pesquisa de doutorado apresentado
como requisito para obtencéo do titulo de Doutor Em
Agronomia da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana (UTFPR). Area de concentragcdo: Producéo
Vegetal.

Data de aprovacgao: 26 de Fevereiro de 2024

Dr. Sergio Miguel Mazaro - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Dr. Edson Bertoldo - Unido de Ensino do Sudoeste do Parana (Unisep)

Dr. Laercio Ricardo Sartor - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Dr. Lucas Da Silva Domingues - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Dr. Mauricio Conrado Meyer - Pesquisador - Embrapa Soja

Documento gerado pelo Sistema Académico da UTFPR a partir dos dados da Ata de Defesa em 26/02/2024.



AGRADECIMENTOS

Expresso minha gratidao a Deus, por me suster e abengoar no decorer de todo
o periodo de formagao académica. Até aqui me ajudou o Senhor (1 Samuel 7:12).
Agradeco aos meus pais ligo (in memoriam) e Edemilde Schuster por me apoiarem e
acreditarem em mim, depositando toda a confianga e esfor¢cos desde a infancia, me
incentivando em todos os pacos e decisbes tomadas, sou grata a Deus por eles. Ao
meu marido Carlos Guilherme, o qual sempre pensou mais em mim do que em si
proprio, esteve ao meu lado dando forcas em todos os momentos dessa formacéo,
obrigada por ser essa pessoa. Agrade¢co ao meu orientador Sérgio Mazaro, meu
mentor, por ter me apresentado ao mundo do controle biolégico de doencgas, por
compartilhar seu extenso conhecimento sobre o assunto, e ter despendido do seu
tempo em minha formagéo. Agradeco aos demais colegas que compartilharam sua
amizade e seu tempo, me auxiliando nos experimentos envolvidos neste trabalho, em
especial, Camila e Joeliton.

‘O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de

Financiamento 001”.



RESUMO

SCHUSTER-RUSSIANO, Maira Cristina. Prospec¢ao de isolados de Trichoderma spp. com
potencial de biocontrole, bioestimulo, inducao de resisténcia e solubilizagdo de nutrientes para
a cultura da soja. 123 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacao em
Agronomia (Area de Concentragdo: Producéo vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (UTFPR). Pato Branco, 2024.

O Brasil é o maior produtor de soja, com uma area plantada de 44 milhdes de hectares, sendo
a commoditie mais exportada pelo pais. Dentre os fatores que limitam o rendimento da cultura,
destacam-se algumas doengas que causam podriddes nas raizes, hastes e graos,
ocasionadas por fitopatdgenos que sobrevivem em restos culturais, sendo alguns dos
principais agentes causais os fungos: Macrophomina phaseolina, complexo de Fusarium spp.,
Sclerotinia sclerotiorum e complexo de Diaporthe spp. Tendo em vista a preocupacao com a
saude humana e ambiental, o uso do controle biolégico como forma de supressao destes
fitopatdgenos vem ganhando forga nos ultimos anos, tendo o género Trichoderma como
destaque, devido ao amplo modo de ac&o do antagonista, que incluem competi¢cdo, antibiose,
micoparasitismo e indugéo de resisténcia. Desta forma, o objetivo do trabalho foi prospectar
isolados de Trichoderma spp. presentes no solo, avaliar seus potenciais mecanismos de acéao,
para serem empregados no controle biolégico de doencas de solo que afetam a soja. Os
experimentos foram realizados na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos. Para a busca de isolados nativos de Trichoderma spp., foram utilizados saquinhos
de nylon contendo em seu interior esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum, as quais foram
distribuidas em 28 pontos da fazenda experimental da universidade, acondicionados entre o
solo e restos culturais. Os saquinhos foram recolhidos apds 20 dias, e os esclerédios com
aspecto visual de colonizagdo por agente bioldgico, foram transferidos para placas de Petri®
a fim de isolar os microrganismos; obtendo-se quatro isolados de Trichoderma koningiopsis.
Com os quatro isolados, estudou-se a morfologia das hifas, teste de antagonismo com M.
phaseolina, F. tucumaniae, S. sclerotiorum e D. longicolla; teste de antibiose dos metabdlitos
filtrados; e antibiose por compostos organicos volateis. Também foi avaliada a capacidade de
solubilizacao de fosforo em meio NBRIP, potassio em meio Pikovskara, e analise nutricional
da seiva pelo equipamento Nir. Em casa de vegetagdo, realizou-se a aplicagdo dos quatro
isolados de Trichoderma spp. em soja, para execu¢do das analises de indugéo de resisténcia
em plantas de soja, que incluem: determinagéo da quitinase, 8 1,3 glucanase, proteinas totais,
fenilalanina amonialiase e compostos fendlicos. Também foi conduzido em vasos o ensaio de
promocao de crescimento, avaliando parte aérea e sistema radicular das plantas. O
delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢gdes. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, a ANOVA seguido da analise de
regressao no software Rbio. Com os resultados obtidos pode-se observar que a faixa ideal de
crescimento dos quatro de Trichoderma koningiopsis ficam entre 25 e 30 °C. Foram eficientes
no controle in vitro dos fitopatdgenos em estudo, obtendo agdo na competigao,
micoparasitismo e antibiose de compostos organicos volateis; porém nao demonstraram
eficiéncia com a metodologia MIC utilizando os metabdlitos filtrados. Mostraram-se eficientes
na solubilizagdo de fésforo e potassio, e na indugao de resisténcia, aumentando o acumulo de
gliceolina em cotilédones, e ativando quitinase, e B 1,3 glucanase. Ainda foi observada
capacidade de promocéao de crescimento em plantas de soja tratadas com os isolados.

Palavras-chave: Bioldgicos, antagonista, fitopatdgenos, indugéo e antibiose.



ABSTRACT

SCHUSTER-RUSSIANO, Maira Cristina. Prospecting for isolates of Trichoderma spp. with
potential for biocontrol, biostimulation, resistance induction and nutrient solubilization for
soybean crops. 123 f. Doctoral thesis - Graduate Program in Agronomy (Concentration Area:
Crop), Federal University of Technology Parana (UTFPR). Pato Branco, 2024.

Brazil is the largest producer of soybeans, with a planted area of 44 million hectares, making
it the country's most exported commodity. Among the factors that limit crop yield, some
diseases that cause rot in roots, stems and grains stand out, caused by phytopathogens that
survive in crop remains, with some of the main causal agents being fungi: Macrophomina
phaseolina, Fusarium spp. complex, Sclerotinia sclerotiorum and Diaporthe spp. complex
Given the concern for human and environmental health, the use of biological control as a
means of suppressing these phytopathogens has been gaining strength in recent years, with
the genus Trichoderma as a highlight, due to the antagonist's broad mode of action, which
includes competition, antibiosis, mycoparasitism and resistance induction. Therefore, the
objective of the work was to prospect isolates of Trichoderma spp. present in the soil, evaluate
their potential mechanisms of action, to be used in the biological control of soil diseases that
affect soybeans. The experiments were carried out at the Federal Technological University of
Parana, Campus Dois Vizinhos. To search for native isolates of Trichoderma spp., nylon bags
containing sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum were used, which were distributed in 28 points
on the university's experimental farm, placed among the soil and crop residues. The bags were
collected after 20 days, and the sclerotia with a visual appearance of colonization by a
biological agent were transferred to Petri dishes in order to isolate the microorganisms;
obtaining four isolates of Trichoderma koningiopsis. With the four isolates, the morphology of
the hyphae was studied, antagonism test with M. phaseolina, F. tucumaniae, S. sclerotiorum
and D. longicolla; antibiosis test of filtered metabolites; and antibiosis by volatile organic
compounds. The solubilization capacity of phosphorus in NBRIP medium, potassium in
Pikovskara medium, and nutritional analysis of the sap using the Nir equipment were also
evaluated. In a greenhouse, the four isolates of Trichoderma spp. were applied. in soybeans,
to carry out resistance induction analyzes in soybean plants, which include: determination of
chitinase, B 1,3 glucanase, total proteins, phenylalanine ammonialyase and phenolic
compounds. The growth promotion test was also conducted in pots, evaluating the aerial part
and root system of the plants. The design adopted was completely randomized with four
replications. The data obtained were subjected to the Shapiro-Wilk normality test, ANOVA
followed by regression analysis in the Rbio software. With the results obtained, it can be seen
that the ideal growth range for Trichoderma koningiopsis is between 25 and 30 °C. They were
efficient in in vitro control of the phytopathogens under study, obtaining action in competition,
mycoparasitism and antibiosis of volatile organic compounds; however, they did not
demonstrate efficiency with the MIC methodology using filtered metabolites. They proved to be
efficient in solubilizing phosphorus and potassium, and in inducing resistance, increasing the
accumulation of glyceolin in cotyledons, and activating chitinase and B 1,3 glucanase. Growth
promotion capacity was also observed in soybean plants treated with the isolates.

Keywords: Biological, antagonist, phytopathogens, induction and antibiosis.
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Simbolo da unidade de volume microlitro

Letra grega beta

Letra grega alfa

Unidade de massa em gramas

Unidade de massa em miligramas

Unidade de volume mililitros

Unidade de tempo em horas

Unidade de medida de absorbancia, nandmetros
Unidade de massa molar

Unidade de temperatura graus celsius

Marca Registrada

Coordenada geografica correspondente ao Sul
Coordenada geografica “West” determina o Oeste
Graus

Minutos

Segundos
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merril) possui mercado estabelecido para gréos e
derivados, adquirindo importancia mundial, com variaveis usos na agroindustria para
produgao de ragao animal, 6leo vegetal, industria de alimentos, bem como na industria
quimica (COSTA NETO; ROSSI, 2000).

Além de ser a commoditie mais exportada no Brasil. Em janeiro de 2022, o
Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA) divulgou que o complexo soja (grao,
farelo e 6leo) foi responsavel por US$ 1,6 bilhdo do valor total de exportagdo (US$ 3,2
bilhdes), tendo como principal destino a China. Em 2023, foram cultivados 44,080
milhées de hectares, com producdao de 154,609 milhdes de toneladas, média de
produtividade de 3.507 kg/ha (CONAB, 2024). Dados da Conab de janeiro de 2024,
mostram uma area de 45,290 milhdes de hectares e produgdo meédia estimada de
155,269 milhdes de toneladas para este ano.

Dentre os fatores que limitam a obtencao destes altos rendimentos pela cultura,
destacam-se as doencgas de solo, em especial as podriddes radiculares ocasionadas
por fungos rizosféricos (CORREIA; MICHEREFF, 2018), estando entre os principais
agentes fitopatogénicos que afetam a soja, os fungos Macrophomina phaseolina,
complexo de Fusarium spp., Sclerotinia sclerotiorum e Diaporthe longicolla.

O complexo de Fusarium spp. causa podriddes de raiz e colo, cujo sintoma
prevalente € o escurecimento do sistema radicular acompanhado pelo processo de
decomposicao do tecido (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011). Sclerotinia
sclerotiorum, desenvolve sobre a planta micélio branco, seguido pela formacéo de
esclerédios nas vagens (KIMATI et al. 2005). Ja Macrophomina phaseolina causa a
“podridao de carvao da raiz’, fazendo com que sistema radicular tome coloragao
acinzentada, favorecendo o aparecimento de estruturas negras, denominadas
microesclerédios (SEIXAS; MAZARO; REY, 2017). Por fim, Diaporthe longicolla
agente causal de podridao radicular, podriddo de sementes e possiveis lesbes nas

hastes causa perdas consideraveis na cultura da soja, tendo relatos em diferentes
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partes do mundo (ZHAO et al. 2021).

Tais patdgenos ocasionam perdas expressivas na produtividade de uma
lavoura. A aplicagdo de agroquimicos, que é a forma de controle comumente
empregada, vem perdendo forga com o passar dos anos, apresentando inumeras
desvantagens no cenario agricola, como contaminagdo ambiental, surgimento de
fitopatdgenos com resisténcia a moléculas, doengas iatrogénicas, além da eliminagao
de organismos benéficos presentes no solo, impactando a seguranga ambiental e
alimentar. E nesse cenario que surge o controle biolégico, que se apresenta como uma
alternativa viavel e segura para o controle de doengas, tendo em vista a facilidade
destes antagonistas se estabelecerem no ecossistema. De modo geral, o controle
baseia-se na aplicagdo de um microrganismo benéfico para controle de um
microrganismo fitopatogénico (SILVA et al. 2019, MORANDI et al. 2005).

Se tratando de controle biolégico de doengas, agentes da rizosfera se
evidenciam, pois, o ambiente do solo tende a ser um local estavel, com menor
oscilagao climatica se comparado com a parte aérea, logo, a sobrevivéncia e atuagao
de organismos antagbnicos neste ambiente é dindmica e favoravel (BETTIOL;
MORANDI, 2009). Dentre eles, o género Trichoderma ganha destaque no cenario
mundial, considerados simbiontes de plantas e micoparasitas fungicos eficazes,
fazendo com que diversas espécies do género mostrem aptiddo como biofungicidas
comerciais (SCHUSTER, SCHOLL, 2010).

Trichoderma spp. sao fungos saprofiticos, cosmopolitas habitantes do solo,
pertencentes a familia dos Ascomicetos. Possuem potencial antagonista no controle
de bactérias, fungos e nematoides, em especial fungos causadores de podriddes
radiculares (M. phaseolina, Fusarium spp., S. sclerotiorum e D. longicolla). Dentre as
espécies estudadas tem-se Trichoderma harzianum, Trichoderma virens, Trichoderma
viride, e Trichoderma asperellum (BLASZCZYK et al. 2014; MEDEIROS; BAVIA;
SEIXAS, 2022). Estes microrganismos além de colonizarem as raizes das plantas,
colonizam a rizosfera e o rizoplano, apresentando com isso um complexo modo de
acgao: antibiose produzindo metabdlitos tdxicos a fitopatégenos; degradacgéo da quitina

componente da parede celular do fungo (favorecendo o micoparasitismo); competigao
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por nutrientes e espaco; inducdo de resisténcia em plantas; que aliados ao
crescimento vegetal que proporcionam, producao de siderdforos, e solubilizadores de
fésforo, se mostram uma excelente opgao para uso na agricultura como agentes de
biocontrole (TYSKIEWICZ, 2022; GAJERA, 2013; SEGARRA et al. 2010; BORGES-
CHAGAS et al. 2015).

Dessa forma, o objetivo do trabalho é prospectar isolados de Trichoderma spp.
presentes no solo, e determinar seu potencial quanto a promogao e crescimento,
solubilizagdo de nutrientes, indugéo de resisténcia e biocontrole de patégenos de solo

que acometem a cultura da soja.

1.2 OBJETIVO GERAL

Prospectar isolados de Trichoderma spp. presentes no solo de diferentes
areas da fazenda experimental da UTFPR Campus Dois Vizinhos, identificando seu
potencial, quanto a promogao e crescimento, solubilizacdo de nutrientes, inducéo de
resisténcia e em especial agdes de biocontrole do antagonista frente aos principais de

patdgenos de solo que acometem a cultura da soja.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Prospectar isolados de Trichoderma spp. no solo da Universidade, através de
iscas montadas a campo;

¢ |dentificar em nivel de espécies os diferentes isolados de Trichoderma spp.
encontradas;

e Testar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. no controle dos patdégenos:
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Macrophomina phaseolina, Fusarium tucumaniae, Sclerotinia sclerotiorum e
Diaporthe longicolla;

Avaliar a solubilizacdo de fosfato e potassio dos isolados;

Avaliar o potencial antagonista dos isolados de Trichoderma spp. em cultura
pareada/ confronto direto e antibiose in vitro;

Verificar se os isolados de Trichoderma spp. apresentam acao de inducao de
resisténcia nas plantas de soja em casa de vegetagéo;

Observar o efeito da inoculagao dos isolados de Trichoderma spp. na promogao
de crescimento vegetal, bem como na composigao nutricional da seiva e teste

de germinacéo.
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2. REVISAO

2.1 ACULTURA DA SOJA

A principal finalidade da soja é o fornecimento de d6leo e farelo, tendo em sua
composi¢cao uma média de 37 a 42% de proteinas, e teor de 6leo entre 37 a 42%.
Dessa forma, sua utilidade é vasta, sendo usada a campo como adubo verde,
forragem, feno e pastagem; ou na alimentacdo humana e animal, usando os graos
para a producao de farinha, farelo e 6leo; e a torta utilizada na fabricacao de ragoes,
bem como na industria de materiais adesivos, colas, tintas, plasticos, entre outros
(SEDIYAMA, 2016).

Obtendo desta forma importancia econdmica mundial, com um aumento de
producao de 1,5 milhdes de tonelada em 1970 para 95,6 milhdes de toneladas em
2015. Sendo responsavel por promover a agricultura empresarial no Brasil, expandir
a fronteira agricola, desenvolver a industria nacional de maquinario agricola,
profissionalizar e gerar incremento no comércio internacional, aprimorar o transporte
e armazenamento, acelerar a urbanizacdo, tecnificar outros cultivos, entre outras
agdes que a constitui como um marco no desenvolvimento agroindustrial do pais
(DALL’AGNOL, 2016).

No Brasil, atualmente a cultura é responsavel por uma area plantada de 45,290
milhdes de hectares, producdo média de 155,269 milhdes de toneladas, e
produtividade estimada para o ano de 2024 de 3.431 kg/ha (CONAB, 2024).

A produgao mundial de soja em 2022, foi de 349,367 milhdes de toneladas,
onde o maior produtor do grao foi o Brasil, seguido por Estados Unidos da América
(EUA), Argentina e india respectivamente (USDA, 2022).

Esta dissimetria que vem ocorrendo nos ultimos anos na produgédo mundial de
soja entre Brasil e EUA, se deve a impossibilidade dos americanos aumentarem sua
area cultivada, pois o plantio da soja no pais compete com a producao de milho, o qual
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€ o0 mantimento base na alimentagdo norte americana e também usado para a
producao de etanol no pais (GALE, VALDES, ASH, 2019). Ja no Brasil, a expansao da
soja € eminente, haja visto que as areas degradadas da pecuaria na regiao do cerrado
tendem a migrar para a produgao do grao, por apresentar viabilidade econémica e
processo produtivo a baixo custo (COSTA, FRAGA 2021).

2.1.1 Crescimento e desenvolvimento da cultura

A soja, Glycine max, pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboidea. E
considerada uma planta anual herbacea, com raiz pivotante; caule ereto e herbaceo;
folhas compostas trifolioladas alternadas, do tipo ovais-lanceoladas; flor completa,
contendo calice e corola, bem como o androceu e gineceu, sendo considerada uma
planta autégama; com fruto do tipo vagem de coloragdo amarela-bruna ou preta
(SANTOS, 1995).

ApOs a semente entrar em contato com a umidade do solo, inicia-se o
processo de germinagdo, fazendo-se necessario o entendimento dos estadios
vegetativos subsequentes a este evento, tratado por Fehr e Caviness (1977) e
Neumaier et al. (2000) para cultivares de habito de crescimento determinado, como:

Ve: caracterizando a emergéncia, quando os cotilédones estdo acima do solo;

Vc: estadio cotiledonar, quando os cotilédones ndo mais se tocarem;

V1: primeiro n6, quando as folhas unifolioladas estiverem completamente

desenvolvidas. Neste estadio a planta ja € capaz de gerar energia

fotossintética, e realizar a absorg¢ao de agua pelas raizes;

V2: segundo né, folha trifoliolada completamente desenvolvida no n6 acima.

Aqui, as plantas infectadas pela bactéria do género Bradyrhizobium spp.

iniciam a fixagcao biolégica de nitrogénio, aumentando gradativamente nos

demais estadios, até atingir o apice em R5.

V3: terceiro nd, quando a segunda folha trifoliolada estiver completamente

desenvolvida no terceiro né. E assim por diante para V3, V4, etc. Entre um
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estadio a outro decorrem de trés a cinco dias.

Ainda segundo Fehr e Caviness (1977) e Neumaier et al. (2000), os estagios
reprodutivos representam o florescimento e maturagao da planta, sendo de R1a R2 o
florescimento, R3 e R4 o desenvolvimento da vagem, R5 e R6 do gréo, R7 e R8 a
maturacdo da planta:

R1: Uma flor aberta na haste principal;

R2: flor aberta em um dos ultimos nés, com a folha desenvolvida (taxa de FBN

aumenta e se mantem elevada até o pico em R5);

R3: vagem com 5 mm em um dos quatro ultimos nds superiores (critico ao

estresse, podendo comprometer rendimento);

R4: vagem com 2 cm de comprimento (estadio critico a estresse, podendo

comprometer o rendimento);

R5: semente com 3 mm de comprimento (Intenso enchimento de graos e

particdo de fotoassimilados, aqui se atinge a maxima fixagdo biolégica de

nutrientes (FBN) que é reduzida no final do estadio; estresses por seca nesta
fase reduzem o rendimento, pois o solo precisa estar umido para que ocorra

a FBN e a absorgao de nutrientes pelas raizes, a necessidade hidrica varia de

6 a 8 mm/dia.

R6: vagem com semente verde que preencha sua cavidade (planta consolida

o crescimento em estatura, e tem o0 maximo peso de vagens, alto acumulo de

matéria seca e nutrientes, que sera reduzido a partir dos proximos estadios);

R7: Uma vagem normal sobre a haste principal com coloragcdo madura

(maturacao fisiolégica, sessando o acumulo de matéria seca, graos com 60%

de umidade, ponto critico em caso de estresse por excesso de chuva ou

pragas, podendo reduzir rendimento de graos);

R8: 95% de vagens com coloragdo madura (necessidade de 5-10 dias com

tempo seco apds este estadio, para a soja possuir menos de 15% de

umidade);

R9: maturacao para colheita.
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A soja é classificada como planta de dias curtos, sensivel a mudangas de
latitudes e data de semeadura, pois responde muito bem as variagcdes de fotoperiodo
(BONATO; VELLO, 1999). Se tratando de temperatura, a melhor faixa para a
germinagao, crescimento e desenvolvimento da cultura esta entre 20° a 30°, onde a
ideal € de 30°, sendo nulo seu crescimento em temperaturas menores que 10°, e
acima de 40°, onde ocorrem disturbios na floragéo e retengéo das vagens (SEDIYAMA,
2009).

A disponibilidade hidrica também €& um fator crucial nos estadios de
desenvolvimento da cultura. Na fase que contempla a germinagdo e emergéncia, a
soja precisa absorver 50% do seu peso em agua, logo, a quantidade de agua no solo
nao deve ultrapassar 85% do total maximo disponivel, nem ser inferior a 50%. Com o
passar dos estadios, a necessidade hidrica aumenta, chegando ao maximo na
floracdo e enchimento de graos, com necessidade de 7 a 8 mm/dia, e reduzindo apos
este periodo; sendo que no ciclo todo sdo necessarios de 450 a 800 mm de agua
(SILVA et al. 2005).

Quanto ao manejo da cultura, um fator de destaque é a época de semeadura,
por ser uma planta muito sensivel a variagbes climaticas, logo deve-se atentar a
cultivar empregada, bem como a regido onde sera cultivada. Em geral no Brasil, a
maturacao nao € satisfatoria quando a semeadura é realizada antes de primeiro de
outubro e posteriores a vinte de dezembro (SEDIYAMA, 2005).

Respeitar a profundidade de semeadura, também ¢é fundamental, porquanto
auxilia na germinagdo homogénea e a emergéncia acelerada das plantulas. A
profundidade varia de 3-5 cm, para solos argilosos preconiza-se semear a 3 cm de
profundidade, enquanto que para solos arenosos, recomenda-se 5 cm (BAHRY;
CHALLIOL; CARLESSO, 2017).
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2.2 PATOGENOS HABITANTES DE SOLO COM OCORRENCIA NA CULTURA DA
SOJA

Dentre as doencgas de solo na cultura da soja, podemos destacar para a regiao
Sul do Brasil, as podridées radiculares, estando entre as principais, a podridao
cinzenta, causada por Macrophomina phaseolina; podridao vermelha da raiz ou morte
subita por Fusarium spp. (REIS et al. 2014); podrid&o radicular causada por Diaporthe
longicolla (GHISSI; REIS; DEUNER, 2014); e a podriddao da haste e da vagem, ou
mofo branco, onde estima-se que de toda a area cultivada do Brasil com soja, 23%
tem se a presencga de Sclerotinia sclerotiorum, o agente causal da doenga (MEYER et
al. 2016).

2.2.1 Fusarium spp.

Fusarium spp. (sin. Fusarium brasiliense, F. tucumaniae, F. crassistipitatum) é
conhecido como causador da “podriddao vermelha da raiz” ou “sindrome da morte
subita” (SMS) (SOARES et al., 2023), foi estudado taxonomicamente, patologicamente
e filogeneticamente pelo DNA, fazendo com que os pesquisadores Aoki et al. (2005),
indicassem quatro novas espécies associadas a SMS, sendo eles: Fusarium
brasiliense, Fusarium tucumaniae, Fusarium cuneirostrum, e Fusarium virguliforme.

Em meio de cultura BDA, apresenta-se com micélio branco, e quando ocorre a
formacgao dos macroconidios a cor muda para azul. Os macroconideos medem de 3,8-
5 um x 34-66 pm (KIMATI et al. 2005). Fusarium spp. pode permanecer no solo ou em
restos culturais por longos periodos devido a formagao de estruturas de resisténcia,
denominadas clamidésporos (ROY et al. 1997).

Os sintomas iniciais desta doenca, sdo manchas avermelhadas abaixo do solo,
na raiz, a mancha aumenta e cerca o sistema radicular adquirindo coloragéo vermelha-
arroxeada, seguida pela cor negra no tecido cortical. O lenho obtém cor castanho-clara

acima do solo. Podendo formar um anel avermelhado, acompanhado por pulveruléncia
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de cor bege, que sdo os conidios, isso geralmente ocorre em condigbes de alta
umidade, acompanhado por folhas carijos (KIMATI et al. 1997).

Tais sintomas podem ser observados tanto em cultivares suscetiveis, quanto
em cultivares resistentes a doencga, isso devido ao patégeno infectar ambas as
cultivares, porém em gendtipos resistentes, a taxa de infeccdo e os sintomas sao
abrandados (NIJITI et al. 1997).

2.2.2 Macrophomina phaseolina

A Macrophomina phaseolina, ocasiona a doenga denominada “podridao de
carvao da raiz”, € comumente manifestada quando a cultura passa por déficit hidrico,
tendo como seu sitio de acdo as raizes. Quando o fungo coloniza o hospedeiro, o
sistema radicular toma uma coloragdo acinzentada, e a epiderme se desprende
facilmente, fazendo com que aparegcam estruturas negras e pode-se perceber a
presenca de microesclerédios. Na parte aérea, as folhas ficam murchas e secam,
porém, permanecem aderidas. Podendo matar a planta na fase de enchimento de
graos (SEIXAS; MAZARO; REY, 2017).

Os prejuizos sdo acentuados em climas secos, em especial quando a lavoura
possui “pé-de-grade” no solo, porque a planta desenvolve o sistema radicular mais
raso, nao resistindo veranicos (HENNING, 1997).

O fungo é considerado polifago, infectando mais de 500 espécies de plantas.
Apresenta micélio unicelulado, com as extremidades multinucleadas. Em soja ocorre
a formacgao de picnidios, os quais se caracterizam por serem negros e globosos com
100-250 um de comprimento, estes sendo unicelulares e hialinos. Quando atinge o
hospedeiro, produz microesclerédios multicelulares, que em contato com o hospedeiro
algumas células germinam infectando as raizes, como nem todas as células do
microesclerédio germinam, este pode germinar e infectar em diferentes periodos. Com
0 passar do tempo, o microsclerédio no solo reduz sua vida util, em condicbes de

umidade, ha baixa oxigenagao e a sobrevivéncia € diminuida (KIMATI et al. 2005).
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Macrophomina phaseolina se destaca pela grande variedade de enzimas
hidroliticas que degradam polissacarideos e lignoceluloses da parede celular para
penetrar no hospedeiro, como endoglucanases, exocellobiohidrolases e J-
glicosidases para a hidrélise da celulose; e lacases, lignina peroxidases, galactose
oxidases e cloroperoxidases, haloperoxidases e heme peroxidases para degradagéo
de lignina (ISLAM et al. 2012). Além de possuir varios metabdlitos fitotdxicos que
auxiliam nos estagios iniciais da infecgao (SALVATORE et al. 2020).

Quanto ao manejo da doenga a campo, pode-se citar a combinagéo de: (i)
promogao de resposta de defesa da planta com agentes de biocontrole, e eliciadores
via resisténcia sistémica induzida ou resisténcia sistémica adquirida; (ii) resisténcia
genética do hospedeiro via cruzamento ou modificacdo genética; (iii) reducdo da
densidade de indculo, através de praticas agricolas, metabdlitos vegetais que
apresentem alelopatia, controle bioldgico, ferramentas genéticas e controle quimico
(MARQUEZ et al. 2021).

2.2.3 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum, causadora do “mofo branco da soja”, é caracterizada
por formar estruturas de resisténcia irregulares e rigidas de coloragdo escura,
denominadas esclerddios, os quais podem permanecer no solo com a auséncia de
hospedeiros por longos anos. Sob condigdes de alta umidade, e temperatura entre 10-
21 °C, estas estruturas originam micélio ou apotécios. Os apotécios langam sobre o
hospedeiro os ascosporos num periodo de dois a dezessete dias, o que equivale a
cerca de trinta milhdes de ascésporos (SEIXAS; MAZARO; REY, 2017). Tais apotécios
se caracterizam por serem pedicelados, e o0s ascosporos por serem hialinos,
unicelulares, ovais e levemente alongados (GOULART, 2005).

Os sintomas iniciais da doencga na cultura sdo manchas de anasarca, seguida
por lesdes castanho-claro, desenvolvendo sobre a planta micélio branco, seguido pela

formacado de esclerddios localizados externamente ou internamente a vagem. A
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doenca pode ser disseminada via sementes (KIMATI et al. 2005). Sclerotinia
sclerotiorum coloniza mais de 400 espécies de plantas, sendo a maioria
dicotileddéneas, embora também tenha ocorréncia em plantas monocotiledéneas de
importancia agricola (BOLTON et al. 2005).

As fases de maior vulnerabilidade da planta, se dao do estadio de floragdo plena
(R2) até iniciar a formagéo das vagens (R3/R4); as infecgdes comegam geralmente a
partir da inflorescéncia, e axilas de folhas e ramos laterais, podendo atingir qualquer
orgao da planta (KIMATI et al. 1997).

O que atrai a maior atencédo neste patossistema, sdo os esclerddios, que sao
constituidos por agregados de hifas envolto por uma “capsula” de células contendo
melanina, a qual a protege em condigdes ambientais adversas e da degradagao
microbiana (HENSON et al. 1999). A auséncia da biossintese de melanina afeta o
desenvolvimento do esclerédio, e o crescimento vegetativo, porém nao interfere na
patogenicidade do fungo (LIANG et al. 2018).

A medula representa a porgao interna do esclerddio, e esta introduzida em uma
matriz fibrilar constituida por B-glucanos e proteinas (LE TOURNEAU, 1979).

Ao todo foram caracterizados trés estagios de desenvolvimento dos
esclerodios, (i) a chamada iniciagdo, onde ocorre a agregagao de hifas para formar a
massa branca; (ii) o desenvolvimento, onde ha o crescimento e agregacao das hifas,
para aumentar o tamanho, e (iii) a maturagao, onde se tem a deposi¢cao de melanina
nas células periféricas, e a constituigdo da matriz interna (TOWNSEND; WILLETTS,
1953).
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2.2.4 Diaporthe longicolla

Diaporthe longicolla é o agente causal da podriddo radicular ou também
chamada de podridao radicular de geografico, os sintomas iniciais sdo morte do lenho
da raiz principal, tomando coloragéo branca, com o surgimento de linhas irregulares
sem formato definido de cor preta, o que lembra a demarcagdo de um mapa, e por
isso geografico (GHISSI, REIS, DEUNER, 2014).

Além de podridao radicular, o complexo Diaporthe/Phomopsis se caracteriza
por apresentar outras doengas, como a seca da haste e da vagem, podridao de
sementes, e cancro da haste da soja (ZHANG, 1998).

A podridao de sementes ocasionada por D. longicolla e D. sojae, faz com que
as sementes apresentem descoloragdo do tegumento, podendo ficar brancas, com
enrugamento, alongadas ou apresentarem rachaduras. E tendem a nao apresentar
sintomas ou sinais no periodo da colheita (KULIK, 1999).

Na seca da haste e da vagem, ha a formagéao de pontuagdes negras, chamadas
de picnidios, que ocorrem sobre o peciolo, haste e vagem, e tendem a aparecer no
final do ciclo da cultura. Através de micélio dormente ou picnidios, o patégeno pode
permanecer no solo ou nas sementes. A doenca é favorecida sob condi¢cdes chuvosas,

e periodos de umidade e temperaturas altas (HENNING et al. 2009).
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2.3 DIFICULDADES NO CONTROLE QUIMICO DE DOENGAS

Diferentes moléculas fungicidas estdo disponiveis no mercado, sendo que em
sua maioria ha relatos de resisténcia. Sdo exemplos, os genoétipos variantes de
Oculimacula yallundae, Oculimacula acuformis, Septoria tritici, Fusarium spp. e
Microdochium spp. resistentes a fungicidas de sitio unico, carbamatos de metil
benzimidazol, inibidores de demetilagcao, inibidores externos de quinona, e inibidores
de succinato desidrogenase (LUCAS, HAWKINS, FRAAIJE, 2014). Espécies de
Phytophthora spp. e de Pythium spp resistentes ao metalaxil, fungicida do grupo dos
triazois (WANG et al. 2021, WANG et al. 2020, VAN JAARSVELD et al. 2002); e
Colletotrichum spp. e Penicillium spp. relatados com resisténcia a azoxystrobin, do
grupo das estrubirulinas (ZHANG et al. 2009, LUO, SCHOENEBERG, 2021).

Além da resisténcia as moléculas de fungicidas quimicos, o uso de fungicidas
traz preocupagdes ambientais, a saude humana e animal. Ao atingir o solo por meio
do tratamento de sementes, aplicagdo em sulco ou aérea, além de apresentarem agcao
direta sobre os patdégenos de interesse, também atingem antagonistas e outros
microrganismos benéficos, como mineralizadores da matéria organica do solo,

solubilizadores de fosfato, e simbiontes presentes da rizosfera (SILVA, MELO, 1997).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

Segundo Morandi, Bettiol e Ghini (2005), controle bioldgico € o “controle de um
microrganismo por meio de outro microrganismo”. Em muitas doengas ocasionadas
por patdégenos de solo, empregam-se diferentes agentes de biocontrole, ou
antagonistas como sao chamados, entre eles destacam-se as rizobactérias. Estas
bactérias empregadas na inoculacdo de sementes ou pulverizagao/mistura em

substratos, sdo capazes de controlar doengas por meio do antagonismo ou indugao
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de resisténcia. Muitas delas ficam préximas as raizes das plantas para se nutrirem dos
exsudatos radiculares, garantindo sua protecao (ROMEIRO, 2007).

O solo tem sido visto como um reservatoério de potenciais antagonistas para o
controle bioldgico, nas ultimas décadas as principais buscas foram identificar tais
microrganismos, e os resultados mostram que a maioria dos agentes de controle
biolégico do mercado foram isolados do solo, mesmo para controle de doengas da
parte aérea (ALABOUVETTE; STEINBERG, 2006). Isso se deve também, ao solo ser
um sistema menos oscilante em niveis climaticos se comparado a parte aérea, sendo
considerado um ambiente ideal para a utilizagdo de microrganismos de carater
antagonista (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Agentes de controle biolégico, como o Trichoderma spp. e Bacillus spp.,
apresentam destaque mundial, proporcionando uma larga escala de produtos
comerciais, utilizados em diversas culturas para controle de podriddes radiculares e
murchas ocasionadas por multiplos patégenos habitantes de solo, entre eles
Phomopsis sclerotioides, Phytophthora cryptogea, Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, e Fusarium spp. (BETTIOL et al. 2012).

Os antagonistas utilizados no controle bioldgico de doengas, podem apresentar
mecanismos de acgao diretos ou indiretos. Os diretos de distinguem por reduzirem a
quantidade de in6culo na rizosfera, ou diminuem o potencial de infecgdo do patégeno,
nele incluem: o (i) parasitismo, onde o antagonista parasita as hifas e estruturas de
resisténcia do hospedeiro; a (ii) competigdo, onde ambos irdo competir por nutrientes
e por espaco; e (iii) antibiose, quando o antagonista produz um metabdlito téxico ao
patogeno (DEKETELAERE et al. 2017).

Ja os mecanismos de acao indiretos, incluem: a (i) resisténcia induzida, quando
o antagonista induz uma resposta bioquimica da planta contraria ao patdégeno; e a (ii)
promogao de crescimento, onde o antagonista promove o crescimento da planta
enquanto reduz os efeitos da doenga (DEKETELAERE et al. 2017).

Tendo em vista tais mecanismos de acao dos agentes de biocontrole, ha uma
forte tendéncia do mercado mundial na redug¢ao do uso de fungicidas quimicos, e no

uso cada vez mais acentuado dos produtos biolégicos a base destes agentes, isso se
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deve também ao maior nivel de seguranga que apresentam a saude humana e
ambiental (MENZLER; HOKKANEN, 2006).

2.5 ASPECTOS GERAIS DE Trichoderma spp.

Dentre os fungos antagonistas, o mais completo em modos e agdo e estudado
em todo o mundo, é o género Trichoderma (T. harzianum, T. asperellum, T. virens, T.
viride), fungo habitante de solo que se destaca no controle de patégenos radiculares
como Macrophomina spp., Fusarium spp., Diaporthe spp., e em especial no controle
de Sclerotinia sclerotiorum, o qual coloniza e parasita seus esclerédios (MEDEIROS,
BAVIA, SEIXAS, 2022).

E um fungo filamentoso, pertencente a divisio Ascomycota, subdiviséo
Pezizomycotina, classe Sordariomyces, ordem Hipocreales e familia Hypocreaceae
(WAGHUNDE, SHELAKE, SABALPARA, 2016). E um fungo saprofitico, encontrado
na superficie do solo e serapilheira. Apresenta rapido crescimento em meio de cultura,
inicialmente com hifas de coloragao branca, evoluindo para verde. Possui hifas
hialinas e conidios unicelulares de cor verde ou também hialinos (Figura 01)
(SAMUELS, 2006).
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Figura 01 - a) Aspecto de Trichoderma spp. em cultivo in vitro; b) Coloniza¢do de esclerddios de S.
sclerotiorum; c) Estruturas de hifas e conidios vista em microscopia eletronica de varredura
com ampliagao de 500 vezes.

= o 3}

Fonte: Arquivo pessoal (2022)

Possui reproducado assexuada, apresentando em solos temperados cerca de
101 a 103 gramas de propagulos, os quais podem ser cultivados facilmente em
condigdes laboratoriais. Sua fase sexuada esta ligada ao género Hypocrea, porém a
maioria das estirpes utilizadas no controle biolégico ndo apresentam este estagio
(WAGHUNDE; SHELAKE; SABALPARA, 2016).

A maioria das estirpes deste agente vive em solos acidos e em climas
temperados. Podendo produzir estruturas de resisténcia, como clamiddsporos ou
microesclerddios, as quais lhe possibilita sobreviver no ambiente mesmo em
condicdes adversas (MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019).

E considerado um fungo cosmopolita extremamente versatil, com alto
aproveitamento do substrato disponivel, capaz de colonizar tanto ambientes
nutricionalmente ricos, como uma floresta tropical, quanto solos pobres. Conseguem
regular seu crescimento, formagao de conidios e produgao de enzimas de acordo com
o ambiente em que se encontram (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). Dessa forma, a
razao mais comum para a morte de patdégenos proximos ao Trichoderma spp. é a
escassez nutricional, pois apresenta grande habilidade em adquirir ATP de agucares
como celulose, glucana e quitina, largamente disponivel em ambientes fungicos
(CHET, 1997).
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2.5.2 Mecanismos de agéo do género Trichoderma

2.5.1.1 Competicéo

A competicdo € definida, pelo comportamento desigual de dois ou mais
organismos por um recurso energético, onde a utilizagdo desse recurso por um
organismo implica na reducgéo para o outro (MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019).

Trichoderma spp. apresenta crescimento rapido, colonizando facilmente o
substrato onde se encontra, dificultando o crescimento de fitopatégenos proximos ao
local (SRIVASTAVA et al. 2015).

O antagonista também compete por ferro e carbono, elementos essenciais para
a sobrevivéncia de microrganismos fungicos filamentosos. Ao competir por estes
nutrientes, controla o crescimento de outros fungos menos eficientes na absorcao
(WAGHUNDE; SHELAKE; SABALPARA, 2016). Portanto, em baixas concentragdes
de ferro no solo, Trichoderma spp. produz sideréforos, que sao quelantes de ferro,
suprindo suas demandas, e em contraponto, os subprodutos da hidrolise destes
sideréforos, aumentam a disponibilidade de ferro para plantas em solos com escassez
do nutriente (LEHNER et al. 2013). Segarra et al. (2010) evidencia a habilidade da
competicdo de T. asperellum sobre F. oxysporum pv. lycopersisi, na producdo de
sideroforos por Trichoderma spp. em condigdes de baixas doses de ferro, onde o
agente reduziu significativamente as populagdes de F. oxysporum em todas as doses
testadas, porém as maiores proporcoes de sideroforos se deram nas menores doses
de ferro.

Outra questao é a habilidade de Trichoderma spp. solubilizar o fésforo retido
nos oxidos de ferro e aluminio do solo, o0 que aumenta o suprimento nutricional de
fosfato pelas plantas, auxiliando na promogéao de crescimento das mesmas (BORGES-
CHAGAS et al. 2015).
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2.5.1.2 Antibiose

A antibiose ocorre quando um organismo libera compostos difusiveis de baixo
peso molecular ou antibioticos capazes de inibir o crescimento de outro organismo
(BENITEZ, 2004).

Algumas espécies de Trichoderma spp. produzem quitinase e 3 1,3 glucanase,
enzimas responsaveis pela degradacdo/lise da parede celular no momento do
micoparasitismo de fungos fitopatogénicos. Muitas estirpes apresentam mais de 100
diferentes tipos de metabdlitos secundarios que desempenham antibiose contra
fitopatdgenos, entre eles, tem-se o etileno, cianeto de hidrogénio, aldeidos e cetonas
(SRIVASTAVA et al. 2015).

O género Trichoderma, também produz metabdlitos da classe dos policetideos,
0S quais apresentam acao antibacteriana, antiparasitarias, e sdo descritos como
téxicos para Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani, Phytophthora
cinnamomi, Pythium middletonii, Fusarium oxysporum, Bipolaris sorokiniana, entre
outros (RAMANDA; LOPES; ULHOA, 2019).

2.5.1.3 Micoparasitismo

O micoparasitismo é o ataque direto de um microrganismo a outro, que envolve
reconhecimento, ataque, penetragdo e morte do hospedeiro (BENITEZ, 2004).
Trichoderma spp. libera enzimas digestivas com atividade quitinolitica que degradam
a parede celular dos fungos parasitados, podendo dessa forma, extrair os nutrientes
necessarios (SRIVASTAVA et al. 2015). Ha relatos de que Trichoderma spp. ao
interceptar sinais vindo de fitopatégenos préximos da rizosfera, consegue expandir-se
em direcdo as hifas do patdgeno e as colonizar (ZEILINGER et al. 1999).

Em trabalho realizado por Qualhato et al. (2013), ao estudarem a antibiose de

T. asperellum e T. harzianum sobre S. sclerotiorum, F. solani e R. solani, observaram

34



a produgédo de enzimas volateis como B 1,3-glucanase, quitinase, fosfatase acida,
proteases acidas e alginato liase, que auxiliaram na lise da parede celular, facilitando

0 micoparasitismo sobre as hifas de fitopatégenos.

2.5.1.4 Indugéo de resisténcia vegetal

Aiinducgao de resisténcia ocorre quando ha o aumento de metabdlitos de defesa
na planta, tais como as enzimas quitinase, glucanase, fenilalanina amonialiase e
chalcona sintase (SOOD et al. 2020).

O eliciador mais conhecido e caracteristico do género Trichoderma é a proteina
EPL1 ou Sm1, a qual age na expressdo de genes empregados no micoparasitismo,
reconhecimento e autoprotecédo da prépria parede celular e enrolamento de hifas em
torno do hospedeiro. Sua auséncia afeta a expressdo de genes de micoparasitismo,
além do processo de enrolamento micoparasitario do hospedeiro, e a expressao de
genes de defesa da planta. Acredita-se que EPL1 atua como uma molécula de
identificacédo para as proprias hifas e as hifas do hospedeiro, ndo se autodegradando;
aléem de preservar contra a degradacao enzimatica da parede celular quando em
confronto, tendo acao na protecdo do hospedeiro e de suas enzimas (GOMES et al.
2015)

Em estudo proposto por Guzman-Valle et al. (2013), com variedades de cebola
inoculadas com Sclerotium rolfsii, apresentaram o0 mecanismo de indugdo de
resisténcia por Trichoderma asperellum através do aumento da atividade das enzimas
glucanase, quitinase e peroxidase nas raizes, bulbos e folhas. Muthukumar e
Venkatesh (2014) também avaliaram o aumento das enzimas de defesa da planta pela
inoculacao de Trichoderma harzianum separado e em conjunto com Pseudomonas
fluorescens contra S. rolfsii. Singh et al. (2014) constataram um aumento da
fenilalanina amoénia liase, polifenol oxidase, peroxidase e cinamil alcool desidrogenase
quando aplicado T. harzianum via tratamento de sementes de girassol. Acidos ferdlico,

p-cumarico, acido galico também tiveram seus niveis aumentados aos quatorze dias.
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A deposicdo de lignina e acumulo de proteinas PR se elevaram pela aplicagao
combinada no tratamento de sementes e no tratamento de solo.

Trichoderma spp. ainda contribui significativamente no controle de nematoides
via indugao de resisténcia. Em experimento realizado por Martinez-Medina et al.
(2017), observaram que o agente estimula as respostas dependentes de acido
jasmonico e acido salicilico em tomateiro. Ao estimular a defesa dependente de acido
salicilico, fez com que houvessem limitacbes quanto a penetracdo da raiz por
Meloidogyne incognita, sequencialmente ao aumentar a defesa dependente de acido
jasmoénico, comprometeu a fecundidade do nematoide, controlando desta forma, o

parasitismo por inducéo de resisténcia na planta.
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3. ESTUDO 01: BIOPROSPECGAO DE ISOLADOS E ESTUDO IN VITRO

3.1 INTRODUGAO

Os fungos do género Trichoderma pertencem ao filo Ascomycota, subdivisao
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia
Hipocreaceae (DRUZHININA, 2012).

Dentre suas principais caracteristicas, destacam-se seu rapido crescimento,
presenca de micélio inicialmente branco, de aspecto cotonoso, passando para verde
com o inicio da esporulagdo (DOMSCH et al. 1980).

Trichoderma spp. sao capazes de metabolizar diferentes fontes de carbono,
nitrogénio, ferro e oxigénio disponiveis, o que lhes permite se multiplicarem
rapidamente na rizosfera. E um fungo saprofitico, encontrado na superficie do solo,
serrapilheira e madeira em decomposi¢ao. Pode ser observado em variados tipos de
solos, mas a maioria dos isolados sdao encontrados em solos acidos e em clima
temperado, geralmente associado a raizes e a matéria organica morta (MACHADO et
al., 2012; MONTE et al., 2019; SAMUELS, 2006).

O antagonista € um potencial agente no biocontrole de Sclerotinia sclerotiorum,
sendo capaz de colonizar e inviabilizar seus esclerédios. O uso combinado de
Trichoderma spp. associado aos demais manejos na cultura da soja, vem sendo
empregado, por apresentarem completo modo de agdo (competicdo, antibiose,
micoparasitismo e indugdo de resisténcia) sobre S. sclerotiorum, conseguindo
parasitar micélio, esclerédio e apotécio do fitopatdégeno, além de secretar enzimas
hidroliticas como endoquitinases que rompem a célula do hospedeiro e favorecem o
ataque (TROIAN, 2014).

Tendo em vista que a infecgéo da soja por S. sclerotiorum ocorre especialmente
através da germinagao carpogénica, por meio dos ascosporos, o uso de Trichoderma
spp. deve ser empregado preventivamente, com vistas a inibir a germinacdo dos
esclerddios e reduzir a densidade de indculo inicial ao longo do tempo, ou seja, deve

ser empregado na fase de dorméncia do fitopatégeno, impedindo o prolongamento do
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ciclo, evitando a germinacao e instalagdo da doenga a campo. Portanto, recomenda-
se que o biocontrole seja aplicado logo apds a colheita, na entressafra, até o periodo
vegetativo da soja na safra posterior, fazendo com que o Trichoderma spp. se
estabelegam no solo e desempenhem o biocontrole durante todo o ciclo da cultura
(MEYER et al. 2019; MEYER, CAMPOS, LOBO-JUNIOR, 2019; MEYER, MAZARO,
GODOQY, 2022).

Além da aplicagéo na entressafra, e nos estadios vegetativos da cultura, o uso
de Trichoderma spp. no tratamento de sementes é eficiente no controle do mofo
branco, além de permanecerem associados a rizosfera e acompanharem o
desenvolvimento radicular da planta em todo o ciclo da cultura (SILVA et al. 2017,
LOUZADA et al. 2009).

O maior numero de bioprodutos registrados a base de Trichoderma spp., sao
para aplicagdo no solo, o que favorece a aplicabilidade, pois € o habitat natural do
antagonista, e as condigdes de umidade e temperatura sdo mais estaveis em
comparagao a parte aérea. A aplicagao de Trichoderma spp. para controle de doengas
foliares € limitada, pois requer adjuvantes que protejam contra a radiagdao UV, ainda
que algumas espécies, como T. harzianum e T. stromaticum sejam mais resistentes
as variagcdes ambientais, a maioria das espécies sdo muito sensiveis a radiacdo, e um
produto confiavel deve resistir as condi¢des adversas. Além do uso de adjuvantes, a
aplicacdo em horarios mais frescos, a compatibilidade de misturas, e a agitacao
constante da calda no momento da aplicagdo séo fundamentais (MEDEIROS, et al.
2019; FERNANDES et al. 2015).

Quanto as formulagbes, Trichoderma spp. podem produzir estruturas de
resisténcia como clamiddsporos e microesclerddios, podendo desta forma sobreviver
em condi¢cdes adversas, porém esta producdo € muito baixa e pouco explorada no
Brasil. Normalmente sao utilizadas unidades como: conidios por g, conidios por mL,
conidios viaveis por g ou por mL, unidades formadoras de col6nias por g ou unidades
formadoras de col6nias por mL. Sendo utilizadas formulagdes como WP: p6-molhavel,
WG: granulos dispersiveis, SC: suspeng¢do concentrada se EC: concentrado

emulsionavel. A maioria destes produtos tem recomendacao para aplicagao terrestre
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para controle de fitopatdogenos de solo ou estruturas de resisténcia, porém existem
alguns que sao aplicados no tratamento de sementes ou parte aérea (MONTE et al.,
2019; PINTO et al., 2016; MEDEIROS et al., 2019; MASCARIN et al., 2019).

3.2 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de bioquimica, na casa de
vegetacao e fazenda experimental da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), campus Dois Vizinhos.

3.2.1 PROSPECCAO DE Trichoderma spp.

3.2.1.1 Producgéo de esclerddios in vitro

Para a producdo dos esclerdodios de S. sclerotiorum, foi utilizada a estirpe
CMES 2131 oriunda da Embrapa Soja. Utilizou-se placas de Petri® descartaveis de
8,3 cm de didmetro, contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Agar) comercial, no total
foram utilizadas 200 placas.

Este procedimento ocorreu em camara de fluxo laminar, onde realizou-se o
repique do patégeno com placas matrizes com cerca de dez dias de crescimento. Com
auxilio de uma alga de platina estéril, foram retirados discos de micélio da placa matriz,
de 7 mm de didmetro, e transferidos para placas de Petri® assépticas contendo meio
BDA. As placas foram fechadas e seladas com plastico filme de PVC, e em seguida
incubadas em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas por um periodo de 15 dias,

até formacao de esclerddios no entorno da placa (Figura 02).
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Figura 02 - Placas de Petri® contendo esclerdédios de S. sclerotiorum, com 15 dias de crescimento.
Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Apos este periodo, as placas foram levadas a camara de fluxo laminar para a

retirada dos esclerddios formados.
Para a producgao das iscas, foram confeccionados saquinhos de tela de nylon,

de 5x5 cm, onde cerca de 20 esclerddios foram alocados para cada saquinho (Figura

03).

Figura 03 - Saquinhos de nylon contendo esclerddios de S. sclerotiorum. Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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3.2.1.2 Implantagdo dos saquinhos de nylon contendo esclerodios (iscas) a campo

Cada saquinho de esclerddios citado no item 3.1 foi colocado em um local

distinto da fazenda da UTFPR Campus Dois Vizinhos, totalizando 28 saquinhos em 28

locais como mostrado na tabela 01.

Tabela 01 - Locais de implantacdo das iscas, nimero da amostra, UNEP (Unidade de estudo e
pesquisa) do Campus e respectivas coordenadas. Campus Pato Branco, 2024.

NO
AMOSTRA

© 0O N OO 0 A WODN =

T e o G G §
© 0O N O o A W N = O

VEGETAGAO

Eucalipto
Pinus
Bananal
Abacateiro
Caquizeiro
Citros
Videira
Roma
Tomateiro
Mandiocal
Abdbora
Abdbora
Guabiroba
Roméa
Canavial
Rami
Bambu
Floresta

Floresta

UNEP/AREA

Area florestal
Area florestal
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura
Avicultura
Avicultura
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura
Fruticultura

Mecanizagao

Pequenos Animais

Bambuzal
Apicultura

Apicultura

COORDENADAS
Latitude Longitude
S-25°-42'0-7" W-53°0-5-42"
S-25°-42'0-6" W-53°0-5-44"
S-25°-41’-46” W-53°0-5-40"
S-25°-41’-52” W-53°0-5-40"
S-25°-43'0-4” W-53°0-4’-47"
S-25°-41’-52” W-53°0-4'0-7"
S-25°-41’-48” \W-53°0-5-38"
S-25°-41’-48” W-53°0-5-39”
S-25°-43'0-4” W-53°0-4’-47"
S-25°-41’-45" W-53°0-5-41"
S-25°-41’-42” \W-53°0-5-38"
S-25°-41’-42” \W-53°0-5-38"
S-25°-41’-48" W-53°0-5-36"
S-25°-41’-48” W-53°0-5-37"
S-25°-41’-37”  W-53°0-5-27”
S-25°-41’-35” W-53°0-5-27"
S-25°-43'0-4” W-53°0-4’-47”
S-25°-41’-29” W-53°0-5-54"
S-25°-41’-29” W-53°0-5-53”
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20
21
22
23
24
25
26
27
28

Horta
Mata horta
Bananal
Troncos
Bananal
Mata
Bananal
Tronco

Bambu

Horticultura
Horticultura
Horticultura
Horticultura
Horticultura
Horticultura
Arboreto
Arboreto

Arboreto

S-25°-41°-52"
S-25°-41°-52"
S-25°-41°-59"
S-25°-41°-59"
S-25°-41’-59”
S-25°-41°-52"
S-25°-42’-15"
S-25°-42°-18"
S-25°-42’-16"

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

W-53°0-4'0-7"
W-53°0-5'-59"
W-53°0-5’-59"
W-53°0-6'0-1"
W-53°0-5'-58"
W-53°0-5'-59"
W-53°0-5'46"
W-53°0-5'46"
W-53°0-5'45"

Na implantagao das iscas, foi utilizado uma pa de jardinagem para retirada da

serapilheira superficial, onde foi depositado o saquinho com esclerddios. Em seguida

a serapilheira foi reposta sobre a isca. Para facilitar a localizagao, utilizou-se bandeiras

enumeradas préximas ao local de implantacao (Figura 04).

Figura 04 - Implantagéo das iscas a campo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

4

Fonte: Arquivo pessoal

(2024)
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Apds um periodo de 20 dias, com auxilio de uma pa de jardinagem e um saco
plastico, foram coletadas as 28 iscas. Os esclerddios que apresentaram algum sinal
de colonizagao por Trichoderma spp. foram repicados em placas de Petri e incubados
em BOD (Figura 05).

Figura 05 - Coleta das iscas de esclerddios 20 dias apds instalagdo. UTFPR, Campus Pato Branco,

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

3.2.1.3 Isolamento de Trichoderma spp.

Os esclerddios colonizados por Trichoderma spp. apresentavam coloragao
esverdeada, e foram levados para camara de fluxo laminar, onde foram transferidos
um a um em placas de Petri® com meio BDA. As placas foram fechadas com plastico
filme de PVC e incubadas em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Onde foram

repicadas até se obterem coldnias puras (Figura 06).
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Figura 06 - Placas de Petri® com dez dias de crescimento contendo os isolados de Trichoderma spp.
prospectadas: MS09, MS27, MS04 e MS28. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

3.2.1.4 Identificagdo dos fungos selecionados

Foram obtidos quatro isolados do antagonista, todas da espécie T. koningiopsis.
Identificadas pelo método POP#GoG-010 — Identificagdo de microrganismos por

sequenciamento de DNA (ITS).

3.2.1.5 Morfologia da colbnia

Em camara de fluxo laminar, com placas de Petri® descartaveis de 8,3 cm de
didmetro, contendo 20 mL de meio BDA; transferiu-se com auxilio de alga de platina
estéril uma amostra de hifas de cada isolado estudado (MS04, MS09, MS27 e MS28),
a fim de avaliar a morfologia da colénia em placa, e morfologia das hifas em
microscopio optico.

As avaliagdes foram realizadas diariamente de forma qualitativa, utilizando
apenas fotos. O microscopio utilizado foi 0 microscopio optico Bel Photonics, com a
objetiva de 100x e 400x (Figura 07).
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Figura 07 — Utilizagdo da placa de Petri® com a colénia no primeiro dia de avaliagdo em microscopio
Optico na objetiva de 400x. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

T

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Nos dois primeiros dias de avaliagio, utilizou-se a propria placa para leitura
no microscopio, nas duas avaliacdes subsequentes utilizaram-se laminas preparadas

com auxilio de fita adesiva.

3.2.1.5 Crescimento micelial

Para avaliagao do crescimento micelial dos quatro isolados de Trichoderma
koningiopsis, utilizaram-se placas de Petri® descartaveis de 8,3 cm de didmetro,
contendo 20 mL de meio BDA, onde transferiu-se com auxilio de alga de platina estéril
um disco de micélio no centro da placa.

As placas foram seladas com plastico filme de PVC e incubadas em BOD sob
temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. Com auxilio de uma régua
graduada avaliou-se a cada 24 horas o crescimento micelial da colénia.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com

quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
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normalidade de Shapiro-Wilk; por se tratar de um experimento qualitativo x
quantitativo, realizou-se a ANOVA seguido da analise de regressédo no software Rbio
(BHERING, 2017).

3.2.1.6 Avaliagéo do crescimento em diferentes temperaturas

Em camara de fluxo laminar, utilizando placas de Petri® descartaveis de 8,3
cm de diametro, contendo 20 mL de meio BDA, transferiu-se um disco de micélio de 7
mm de didmetro de cada isolado de T. koningiopsis no centro da placa.

O estudo envolveu seis temperaturas distintas, sendo: 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25
°C, 30 °C e 35 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. A fim de verificar o tempo em dias para

que cada isolado complete o crescimento na placa.

3.3 RESULTADOS E DISSCUSSOES
3.3.1 Morfologia da col6nia

Pode-se observar com a analise diaria das colbnias, que nos dois primeiros
dias de crescimento a 25°C, o antagonista ndo produz esporos, apenas ocorre o

alongamento de hifas (Figura 08 a 11), iniciando a esporulagao a partir do terceiro dia,

onde também completa seu crescimento micelial na placa de Petri.
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Figura 08 — Morfologia das hifas e aspecto de crescimento da coldnia de T. koningiopsis isolado MS04
em quatro dias de avaliagdo. Dia 01 e 02 objetiva de 400x; dia 03 e 04 objetiva de 100x.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Figura 09 — Morfologia das hifas e aspecto de crescimento da colénia de T. koningiopsis isolado MS09
em quatro dias de avaliagdo. Dia 01 e 02 objetiva de 400x; dia 03 e 04 objetiva de 100x.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Figura 10 — Morfologia das hifas e aspecto de crescimento da col6nia de T. koningiopsis isolado MS27
em quatro dias de avaliagdo. Dia 01 e 02 objetiva de 400x; dia 03 e 04 objetiva de 100x.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Figura 11 — Morfologia das hifas e aspecto de crescimento da colénia de T. koningiopsis isolado MS28
em quatro dias de avaliacdo. Dia 01 e 02 objetiva de 400x; dia 03 e 04 objetiva de 100x.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Na figura abaixo (Figura 12 e Figura 13) percebe-se a estrutura e os conidios
de T. koningiopsis isolado MS28 e MS09 no terceiro dia de avaliagdo. Nesta fase
assexuada, por meio de micélio vegetativo, formam-se conidiéforos em um eixo central
com ramificagdes laterais, que terminam em estruturas conidiogénicas do tipo fialide,
onde produz-se os conidios unicelulares, podendo ser esféricos, ovais ou alongados.
Tais conidiéforos sdo encontrados dispersos pela colénia no formato de tufos (MEYER,
MAZARO, DA SILVA, 2019).

Figura 12 — Hifas de T. koningiopsis MS28, seguido por conidios dispersos, no terceiro dia de
crescimento vegetativo. Leitura em microscopio Optico; observacdo de 100x e 400x.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Figura 13 — Hifas de T. koningiopsis MS09 no sétimo dia de crescimento vegetativo. Leitura em
microscoépio eletrbnico de varredura; observacao de 600x. UTFPR, Campus Pato Branco,
2024.

— — .
F D48 x600 100um

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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A escolha de esclerodios de S. sclerotiorum como iscas para Trichoderma spp.
se deu pela facilidade de produ¢do em meio in vitro, bem como facil manipulagao a
campo. Trichoderma spp. sdo comumente usados para controle de mofo branco, pois
se caracterizam por micoparasitarem micélio, esclerddio e apotécio do fitopatégeno,
além de secretarem enzimas hidroliticas como endoquitinases que rompem a célula
do hospedeiro. Por isso, o0 melhor momento de aplicagdo do agente se da na fase de
dorméncia do fitopatégeno, de forma preventiva, impedindo o prolongamento do ciclo,
evitando a germinacao e instalacdo da doenca a campo (Figura 14) (TROIAN, 2014;
MEYER, CAMPOS, LOBO-JUNIOR, 2019).

Figura 14 — Esclerddios de S. sclerotiorum colonizados por T. koningiopsis. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Dessa forma, ao coletar as 28 iscas a campo, observou-se a colonizacao dos
esclerodios pelos antagonistas em quatro locais coletados, resultando em quatro
isolados de T. koningiopsis nativas do solo.

Trichoderma spp. colonizam naturalmente os esclerodios, e por isso sao

considerados eficientes no controle de S. sclerotiorum. Estudos apontam que a
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aplicacédo de biofungicidas na soja durante a safra 2014/15, nos estadios V2 e V4
reduziram a formacao de apotécio em até 89%, sendo que os tratamentos usando
bioprodutos a base de T. harzianum e T. asperellum apresentaram maior porcentagem
de colonizagao de esclerodios com uma aplicagao, e dois bioprodutos a base de T.
asperellum apos duas aplicagdes, evidenciando a eficiéncia do agente no controle
biolégico de mofo branco (MEYER et al. 2019).

3.3.2 Crescimento micelial

Comparando-se o crescimento dos quatro isolados de T. koningiospsis, sob a
temperatura padrao de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, pode-se perceber pela figura
15, que os quatro isolados de T. koningiopsis (MS04, MS09, MS27 e MS28) nao

diferiram entre si, obtendo um crescimento similar nos quatro dias de avaliacao.

Figura 15 — Crescimento micelial (cm) de T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e MS28 ao
longo de quatro dias de incubagéo a 25°C. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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3.3.3 Avaliagéo do crescimento em diferentes temperaturas

Quanto a temperatura, ndo houve diferenca no crescimento micelial dos
isolados de T. koningiopsis. Nao ocorrendo crescimento micelial na temperatura de 10
°C, apenas a partir de 15 °C os isolados cresceram e completaram o crescimento com
8 dias de incubagao. Em 20 °C esse crescimento variou entre 4 a 5 dias. Atemperatura
otima situou-se entre 25 °C (obtendo crescimento completo em trés dias) e 30 °C
(crescimento em dois dias). A partir da temperatura de 35°C os isolados n&o se

desenvolveram in vitro (Figura 16).

Figura 16 — Crescimento micelial de T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e MS28 expresso
em dias, sob quatro temperaturas 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2024.

Crescimento em dias
o [ N w D [95] ()] ~ [o)e] [(o]

15 20 25 30
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

A maioria das espécies de Trichoderma spp. sdo consideradas mesofilas, nao
tendo crescimento ideal em baixas temperaturas, porém a temperatura 6tima varia
conforme o isolado e a espécie. Em estudo, 360 isolados do antagonista foram
testadas quanto a resisténcia ao frio, destas, 13 espécies cresceram em meio de
cultura a 5°C, a maioria dos isolados eram da espécie T. viride (KREDIKS, 2003).

Outro estudo aponta que isolados de T. afroharzianum e T. atroviride
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apresentaram melhor crescimento e colonizacdo de plantas de tomate em 25°C e
20°C, respectivamente (DI LELIO et al. 2021). Para T. harzianum e T. viride a
temperatura 6tima encontrou-se entre 25-40°C e para T. asperellum e T. hamatum, na
faixa de 25-35°C (ZEHRA, 2017). Para Widden e Hsu (1987), T. polysporum e T. viride
competiram melhor em crescimento na serrapilheira de pinus sob baixa temperatura,
numa faixa de 5-15°C, ja T. hamatum e T. koningii competiram melhor em temperaturas
mais elevadas (20-25°C).

Em amostras de solo de florestas tropicais de alta altitude no Himalaia, foram
isoladas trés espécies de Trichoderma spp. sendo eles, T. harzianum, T. koningii e T.
viride, os quais apresentaram crescimento entre 9-35 °C, sendo considerada 6tima, a
temperatura de 24 °C, porém conseguindo esporular mesmo submetido em condi¢ées
de baixissima temperatura, como na de 4°C (GHILDIYAL; PANDEY, 2008).

O produto comercial Plant Helper (AmPac Biotech) com registro nos Estados
Unidos, foi elaborado utilizando uma cepa de Trichoderma atroviride isolada no Alaska,
e, portanto, tolerante ao frio, usado no controle biolégico de Microdochium nivale,
Myriosclerina borealis e Pythium sp. (BETTIOL et al. 2019).

Portanto, embora a maioria das estirpes conhecidas de Trichoderma spp.
sejam mesdfilas e tenham seu potencial maximizado nessas temperaturas, a
depender do isolado, suas caracteristicas 6timas sao variaveis, podendo preferir

diferentes faixas de temperatura.

3.4 CONCLUSOES

Quatro isolados de Trichoderma koningiopsis foram isoladas na fazenda
experimental da UTFPR Campus Dois Vizinhos. Observou-se que o crescimento
completo na placa a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas, se da no periodo de trés dias,
sendo que nos dois primeiros dias nao ocorre esporulacao, iniciando apenas no
terceiro dia. Verificou-se também que em temperaturas inferiores a 15 °C e superiores
a 30 °C nao ocorre crescimento micelial, sendo que a faixa 6tima encontra-se entre
25-30 °C.
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4. ESTUDO 02: ANTAGONISMO E ANTIBIOSE PROMOVIDOS POR ISOLADOS
DE Trichoderma koningiopsis

4.1 INTRODUCAO

As doencas sio consideradas as principais causas de redugao da produgcao
nas lavoras, sendo os fitopatdgenos fungicos, em especial os habitantes de solo, o
maior grupo responsavel por estas perdas (ALMEIDA et al. 2014). Inumeros fungicidas
quimicos sao utilizados nas lavouras com vistas a reduzir os danos ocasionados por
doencas, porém os efeitos negativos do emprego destes produtos, fazem com que a
procura por agentes bioldgicos cresga comercialmente em escala mundial, em
especial do género Trichoderma.

Dentre os mecanismos estudados, o antagonismo promovido por Trichoderma
spp., pode ser observado em diferentes organismos fitopatogénicos, entre fungos,
bactéria e nematoides, o que é conhecido por sua interagao direta, podendo exercer
hiperparasitismo/micoparasitismo, competicdo por espacgo, nutrientes e antibiose
(ZHANG et al. 2017).

Estudos mostram que Trichoderma spp. podem reconhecer a presenga de
micélio patogénico na rizosfera e direcionar suas hifas ao patégeno, realizando o
hiperparasitismo das mesmas, por meio do enrolamento de hifas e desenvolvimento
de apressorios, seguido pela liberacdo das enzimas liticas quitinases e [-1,3-
glucanases, que possibilitam a degradacdo da parede celular dos fitopatégenos,
formadas em sua maioria por quitina e glucana (ZEILINGER et al. 1999; SIVAN, 1989).

Outro fator que contribui para o sucesso deste género no controle bioldgico de
doencas de plantas, é seu rapido crescimento, que o torna um competidor eficiente,
se sobressaindo sobre fitopatégenos de crescimento lento, bem como a colonizagéo
eficaz de diferentes tipos de substratos (OSZUST et al. 2020).

Além do hiperparasitismo e competi¢ao, a liberacdo de compostos organicos
volateis (VOC’s) produzidos por este género de fungos, contribuem para a morte
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celular do fitopatogeno. Os VOC’s compreendem metabdlitos secundarios de baixo
peso molecular liberado pelo antagonista com efeito biofungicida, podendo também
atuar como promotor de crescimento de plantas (Figura 17) (RUANGWONG et al.
2021).

Figura 17 — Interagbes diretas exercidas por Trichoderma spp. frente a fitopatégenos. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2024.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

A fim de observar os efeitos de antagonismo e antibiose exercidos por T.
koningiopsis, utilizaram-se neste estudo, os principais fitopatdégenos habitantes de solo
que atingem a cultura da soja, causadores de podriddes radiculares, como
Macrophomina phaseolina, causador da a podridao cinzenta; Fusarium spp. causador
da podridao vermelha da raiz (Reis et al. 2014); Diaporthe longicolla causadora da
podridao radicular (Ghissi, Reis, Deuner, 2014); e a podridao da haste e da vagem, ou

mofo branco, ocasionada por Sclerotinia sclerotiorum.
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4.2 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

4.2.1 Avaliagao de antagonismo por confronto direto

Para a avaliagao de confronto direto, seguiu-se a metodologia descrita por
Dennis e Webster (1971). Foram utilizadas placas de Petri® descartaveis com 8,3 cm
de didmetro, contendo 20 mL de meio BDA. Como patdgenos desafiantes utilizaram-
se: Fusarium tucumaniae (CMES 25), Macrophomina phaseolina (CMES 1474),
Diaporthe longicolla (CMES 1582) e Sclerotinia sclerotiorum (CMES 2131), todos do

acervo da micoteca da Embrapa Soja (Figura 18).

Figura 18 - Placas de Petri® com sete dias de crescimento contendo: N. phaseoli, M. phaseolina, D.
longicolla e S. sclerotiorum, respectivamente. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Em camara de fluxo laminar, com auxilio de al¢a de platina estéril foi transferido
um disco de micélio de 7 mm de didmetro de cada patdogeno com distancia de um
centimetro da borda da placa. Do lado oposto, a um centimetro da borda, foi
transferido um disco de micélio de cada um dos quatro isolados de T. koningiopsis

(Figura 19). Cada placa corresponde a uma unidade experimental.
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Figura 19 - Placa de Petri® em cultura pareada/confronto direto. Do lado esquerdo o disco de micélio
de Trichoderma spp. e do lado oposto o disco de micélio do patégeno. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

As placas foram seladas com plastico filme de PVC e incubadas em BOD sob
temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. Com auxilio de uma régua
graduada avaliou-se a cada 24 horas o crescimento micelial dos patégenos, até cada
testemunha (isenta de T. koningiopsis) atingir o crescimento completo na placa.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk; por se tratar de um experimento qualitativo x
quantitativo, realizou-se a ANOVA seguido da analise de regressao no software Rbio
(BHERING, 2017).

4.2.2 Avaliagao morfolégica das hifas

A avaliagdo morfolégica das hifas foi realizada no microscépio optico Zeiss

Primo Star.
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4.2.3 Avaliagao do potencial de antibiose

Avaliou-se a antibiose do antagonista por meio da extracdo dos metabdlitos em

meio liquido, e também dos metabadlitos volateis.

4.2.3.1 Obtengédo dos metabdlitos filtrados

Para avaliagao de antibiose dos metabdlitos produzidos por Trichoderma spp.,
foi adaptada a metodologia descrita por Marquez et al. (2018). Onde utilizaram-se
erlenmeyers com 150 mL de caldo BD (Batata Dextrose) autoclavados. Em camara de
fluxo laminar, transferiu-se trés discos de micélio de cada isolado do antagonista. Os
frascos foram vedados com algodao e papel kraft, e alocados em agitador orbital
shacker a 150 rpm sob temperatura controlada de 25 °C, na auséncia de luz, por um
periodo de sete dias.

Apos o crescimento em meio liquido, com auxilio de uma micropipeta foi
retirado 7,5 mL da suspensao de cada erlenmeyers e transferidos em eppendorfs, que
foram postos em centrifuga refrigerada e centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos.

Em seguida, em camara de fluxo laminar, filtrou-se o sobrenadante com
membrana Millipore® com espessura do poro de 0,22 um e didmetro de 33 mm, com

0 uso de uma seringa acoplada.

3.2.3.2 Avaliagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (MIC)

A solugao de trabalho descrita no item 4.2.3.1 foi considerada o tratamento de
100%. A suspenséo fungica utilizada foi de 105 UFC.mL-' de cada um dos quatro

fitopatégenos: Fusarium tucumaniae (CMES 25), Macrophomina phaseolina (CMES
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1574), Diaporthe longicolla e Sclerotinia sclerotiorum (CMES 2131), obtidos da
“Colegao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais” da Embrapa Soja em
Londrina, PR.

A metodologia empregada foi baseada em Vismara (2019).

Cada linha da placa de Elisa conta com doze pogos e correspondeu a uma
repeticao do tratamento, onde foi realizada a microdiluigdo da solugéo de trabalho feito
por meio da micropipeta.

Com uma micropipeta multicanal de 12 canais foram adicionados 100 uL de
meio de cultura BD autoclavado em cada pogo. Em seguida no primeiro pogo de cada
linha adicionou-se 100 mL da solugao de trabalho correspondente a cada tratamento,
a partir dai fez-se a microdiluigdo para os demais 11 pogos na sequéncia.

Por fim, 20 ul da suspencéao fungica foram adicionados conforme tratamento
(N. phaseoli, M. phaseolina, R. solani e S. sclerotiorum), exceto na linha D e nos quatro

ultimos pogos da linha H (Figura 20).

Figura 20 - Placa de Elisa com 96 pocgos, simulando a microdiluicdo dos tratamentos. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Em seguida, as placas foram vedadas com filme plastico de PVC, e
acondicionadas em BOD a 25 °C por um periodo de 48 horas.

Passadas as 48 horas, adicionou-se 10 pL de tetrazdlio a 1% em todos os
pocos de todas as placas. O tetrazdlio esta ligado as enzimas desidrogenases, as
quais reduzem o 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio nos tecidos vivos durante a glicdlise
no ciclo de Krebs, fazendo com que quando adicionado de forma incolor fique apds a
reacao num tom vermelho (FRANCA NETO et al. 1988). Por ser fotossensivel, foi
mantido em BOD no escuro a 25 °C por mais 48 horas para revelagao do resultado.

A avaliacao é visual e qualitativa, nos pogos onde houver a presenca da
coloragao vermelha, € porque o fitopatdbgeno se manteve viavel (vivo), e néo teve seu

crescimento inibido pela solugao de trabalho.

4.2.4 Avaliagao da antibiose promovida por compostos organicos volateis

Para a analise dos compostos volateis, utilizou-se a metodologia da placa
selada, descrita por Intana et al. (2021), a qual consiste em selar uma placa de Petri®
de 8,3 cm de diametro, com 20 mL de meio BDA (Batata, Dextrose e Agar) contendo
um disco de micélio do patdogeno de 7 mm de diametro, acoplada em outra placa com
uma colénia de T. koningiopsis com idade de sete dias. Cada conjunto de placas

acopladas corresponde a uma unidade experimental.

Como testemunha para o padrao de crescimento micelial de cada fitopatdégeno,
foi preparado o acoplamento com placas contendo apenas o meio de cultura, sem a

colénia de T. koningiopsis.
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Figura 21 — Ensaio prévio da antibiose promovida por compostos organicos volateis de Trichoderma
koningiopsis sobre F. tucumaniae, e M. phaseolina: a) Colénia de T. koningiopsis MS09
com dez dias de crescimento; b) Disco de micélio do fitopatégeno; c) Acoplamento de
ambas as placas a e b; d) Testemunha de F. tucumaniae, apos 15 dias de crescimento; e)
Crescimento de F. tucumaniae, ap6s 15 dias em placa invertida com MS09; f) Testemunha
de M. phaseolina apds 15 dias de crescimento; e) Crescimento de M. phaseolina apés 15
dias em placa invertida com MS09, nesta placa ja ha a presenga de micélio do antagonista.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

_F-c;\—te: Arquivo pessoal (2024)

Os fitopatdgenos utilizados nos experimentos foram: Fusarium tucumaniae
(CMES 25), Macrophomina phaseolina (CMES 1574), Diaporthe longicolla e
Sclerotinia sclerotiorum (CMES 2131), obtidos da “Colecédo de Culturas de
Microrganismos Multifuncionais” da Embrapa Soja em Londrina, PR.

As placas foram vedadas com plastico filme, e incubadas em BOD a 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas. Com auxilio de uma régua graduada avaliou-se a cada
24 horas o crescimento micelial dos fitopatégenos.

Ao final do experimento foi realizada a microscopia eletrénica de varredura
para avaliar possiveis danos morfoldgicos nas hifas do fitopatdgeno.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com

quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
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normalidade de Shapiro-Wilk; por se tratar de um experimento qualitativo x
quantitativo, realizou-se a ANOVA (Scott-Knott a 5% de probabilidade) seguido da
analise de regressao no software Rbio (BHERING, 2017).

4.2.5 Avaliagao morfolégica das hifas

A avaliagdo morfologica das hifas foi realizada através da Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV), por meio do microscopio Hitachi TM 3000.

4.3 RESULTADOS E DISSCUSSOES

4.3.1 Resultados - Antagonismo por confronto direto

Observa-se pela figura 22, que no confronto com M. phaseolina, trés dos
quatro isodalos (MS04, MS09, MS28) reduziram 76% e MS27 reduziu 54% do
crescimento radial do fitopatégeno em relacao a testemunha. Ja para N. phaseoli, nao
houve diferencga significativa entre os tratamentos contendo T. koningiopsis, porém
estes tratamentos diferiram da testemunha. Havendo uma redugdo de 67% no

crescimento micelial de F. tucumaniae promovido pelos isolados em estudo.
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Figura 22 — Efeito antagonista de T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e MS28 sobre o
crescimento micelial (cm) M. phaseolina, F. tucumaniae, D. longicolla e S. sclerotiorum

respectivamente, ao longo de quatro dias. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Tabela 02 — Equagdo da reta e R? ajustado referentes ao crescimento micelial de M. phaseolina, F.

tucumaniae, D. longicolla e S. sclerotiorum. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

M

o haséo iina Equacéo R? ajustado
Testemunha y =1.9488x - 1.1875 0.9885
MS04 y =0.755x + 0.25 0.8612
MS27 y = 0.2625x + 0.8563 0.8929
MS09 y =0.225x + 0.7437 0.8942
MS28 y =0.3x + 0.6438 0.8864

F. tucumaniae Equacéao R? ajustado

Testemunha y =2.1575x - 1.175 0.977

MS04 y =0.438x + 0.8525 0.84955
MS27 y =0.4713x + 0.7187 0.84745
MS09 y=0.4713x + 0.7187 0.8983
MS28 y = 0.4062x + 0.875 0.83485
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D. longicolla Equacao R? ajustado

Testemunha y = 1.955x - 0.3538 0.9814
MS04 y = 0.6463x + 0.9125 0.8998
MS27 y =0.7825x + 0.2375 0.79525
MS09 y =0.3413x + 0.7938 0.83635
MS28 y =0.6037x + 0.6313 0.85915

S. sclerotiorum Equacao R? ajustado

Testemunha y =1.9075x - 0.4625 0.9716
MS04 y = 0.82x + 0.6625 0.8799
MS27 y =0.5913x + 0.75 0.9864
MS09 y = 0.6x + 0.6063 0.8445
MS28 y =0.4325x + 1.0225 0.7269

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Mendoza et al. (2015) observaram o mesmo efeito no controle in vitro, onde
onze isolados de Trichoderma spp. demonstraram parasitismo de hifas de M.
phaseolina, e quatro apresentaram antibiose formando um halo de inibicdo em placa.
Sridharan et al. (2021) evidenciam que T. longibrachiatum reduziu em 58% o
crescimento de M. phaseolina, além de atestar seu efeito de antibiose.

Também foi observado a producédo de [-1,3-glucanase e N-
acetilhexosaminidase, além de micoparasitismo por isolados de Trichoderma spp. em
experimento com M. phaseolina isoladas de feijao e sorgo, o que pode explicar seu
sucesso na reducao do crescimento micelial (LARRALDE-CORONA et al. 2019).

O mesmo foi verificado por Pimentel et al. (2020) relatando que o isolado mais
eficaz no controle de F. virguliforme, que acomete a soja nos EUA, é o T. harzianum,
o qual foi capaz de reduzir em 92% o crescimento radial do fitopatégeno. Neste mesmo
estudo foi comprovada a agao de micoparasitismo de T. harzianum, além da expressao
de genes de resisténcia vegetal, como [1,6-glucano sintase, a1,3-glucanase,
quitinase e endoquitinase.

A producdo de metabdlitos secundarios também pode explicar a vantagem de
Trichoderma spp. em cultura pareada. Mironenka et al. (2021) observaram que além
de suprimir o crescimento de F culmorum, o antagonista produziu em placa o

metabdlito zearalenona. Porém a producédo de metabdlitos de Trichoderma spp. €
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ampla, podendo ser incluidos alcoois, acidos, ésteres, cetonas, entre outros (LI et al.
2018).

Analisando os resultados obtidos com os quatro isolados de T. koningiopsis
(Figura 22), para Diaporthe longicolla ha uma reducao média de 54% a 71% do
crescimento micelial promovido pelos isolados de Trichoderma koningiopsis e de 44%
a 63% para S. sclerotiorum em relagao a testemunha.

Das et al. (2014) observaram uma redugao de 84% e 78% no crescimento de
Phomopsis vexans, ao utilizarem T. viride e T. harzianum respectivamente. Em outro
estudo in vitro, Anita et al. (2012) obtiveram 100% de inibigdo do crescimento de
Phomopsis theae Petch, quando em contato com metabdlitos de T. atroviride, também
descreveram a sintese de enzimas de defesa, como amilase, celulase e quitinase, ao
serem postos em confronto direto.

Ha muitos estudos envolvendo Trichoderma spp. e S. sclerotiorum. Zhang et
al. (2016), perceberam que em cultura pareada as hifas do antagonista se
entrelagcavam com as hifas de S. sclerotiorum e formavam um gancho, evidenciando
0 micoparasitismo do mesmo, tendo-se observado uma reducdo de 51,2% do
crescimento micelial do fitopatégeno, e também o efeito de promogao de crescimento
das plantas, exercido por Trichoderma spp.

Outro estudo envolvendo a co-inoculagdo de dois isolados, Trichoderma
harzianum e Trichoderma asperellum desafiados com S. sclerotiorum, mostraram-se
efetivos na produgédo de respostas de resisténcia em plantas de berinjela, havendo
maior produgdo de acido chiquimico em 72 horas, além da expressao de enzimas de
defesas, como Fenilalanina Amobnia Liase e Peroxidase (Pratap-Singh et al. 2021).
Outro mecanismo relatado e que explica o sucesso do antagonista na supressao de
S. clerotiorum, é a produgédo de compostos organicos volateis que exibem supressao
ao fitopatégeno (SILVA et al. 2021).

O mecanismo de micoparasitismo pode ser observado pelas figuras 23 e 24,
onde a isolado MS28 micoparasita as hifas de M. phaseolina, N. phaseoli, D. longicolla

e S. sclerotiorum.
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Figura 23 - Micoparasitismo de T. koningiopsis MS28 em: a) M. phaseolina, b) N. phaseoli, c) D.

longicolla e d) S. sclerotiorum. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
8) ; HiE o) D)
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Figura 24 - Frente e verso das placas de a) M. phaseolina e b) D. longicolla. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2024.

.S

Fonte: Arquivo pessoal (224)

Em microscépio éptico observa-se danos de estreitamento e enrolamento de
hifas de M. phaseolina em placas pareadas com T. koningiopsis isolado MS27 (Figura

25-B), além do micoparasitismo (Figura 25-C).

Figura 25 - a) Testemunha de M. phaseolina, b) e c) M. phaseolina pareada com T. koningiopsis.
UTFF:R,mCampus Pato Brncw24.

SR

VAN -
- ‘_ / Y
Fonte: Arquivo pessoal (2024)



Percebe-se, portanto, que os quatro isolados de T. koningiopsis apresentaram
potencial no controle biolégico dos fitopatégenos em estudo, comprovando pela figura

acima o micoparasitismo das hifas.

4.3.2 Resultados — Concentracao Inibitoria Minima

Com a metodologia utilizada para a extracdo dos metabdlitos filtrados, néo
houve resultado significativo, ou seja, os metabolitos extraidos dos quatro isolados de
T. koningiopsis nao resultaram na morte celular dos fitopatdbgenos estudados, em

nenhuma das concentra¢des do MIC (Figura 25).

Figura 25 — Efeito dos metabdlitos filtrados de T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27
e MS28 sobre D. longicolla utilizando a metodologia da concentragéo inibitoria
minima. A coloragédo vermelha indica que nao houve morte celular do fitopatégenos.
UTFPRLrga_m us Pato Branco, 2024

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

76



4.3.3 Resultados - Antibiose por compostos organicos volateis

Os resultados do efeito dos compostos orgéanicos volateis mostraram redugao
de 98% no crescimento micelial de Macrophomina phaseolina, 96% no crescimento
de Fusarium tucumaniae, 63% no crescimento de Diaporthe longicolla, e 60% no
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em relacdo a testemunha aos 4 dias

apo6s implantagédo do experimento (Figura 26 e 27).

Figura 26 — Efeito dos metabdlitos volateis de T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27
e MS28 sobre o crescimento micelial (cm) de M. phaseolina, F. tucumaniae, D.

longicolla e S. sclerotiorum respectivamente, ao longo de quatro dias. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2024.
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Tabela 03 — Equacgdo da reta e R? ajustado referentes ao crescimento micelial de M. phaseolina, F.
tucumaniae, D. longicolla e S. sclerotiorum. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

M. phaseolina Equacao R2 ajustado
Testemunha y =2.0725x + 0.3375 0.9752
MSO04 y =0.8883x - 0.24 0.8980
MSO09 y =0.315x + 0.575 0.8243
MS27 y = 0.265x + 0.5563 0.8483
MS28 y = 0.3668x + 0.59 0.7502

F. tucumanieae Equagcao R? ajustado
Testemunha y =1.6975x - 0.8125 0.9587
MS04 y = 0.245x + 0.6675 0.8504
MS09 y =0.245x + 0.7575 0.8079
MS27 y = 0.0618x + 0.6408 0.8232
MS28 y =0.071x + 0.6465 0.9426

D. longicolla Equagéo R? ajustado
Testemunha y =1.6975x - 0.8125 0.9587
MS04 y = 0.245x + 0.6675 0.8504
MS09 y =0.245x + 0.7575 0.8079
MS27 y = 0.0618x + 0.6408 0.8232
MS28 y =0.071x + 0.6465 0.9426

S. sclerotiorum Equacéao R? ajustado
Testemunha y =1.9775x - 0.5125 0.8750
MS04 y =0.62x + 0.475 0.8528
MS09 y = 0.595x + 0.4625 0.8878
MS27 y =0.6475x + 0.575 0.7784
MS28 y = 0.6625x + 0.5125 0.8237

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Figura 27 - Placas aos 15 dias de avaliagao: a) Macrophomina phaseolina em placa selada
com a estipe MS28; b) Testemunha de M. phaseolina; c) Fusarium tucumaniae em
placa selada; d) Testemunha F. tucumaniae ; €) Diaporthe longicolla em placa selada;
f) Testemunha de D. longicolla; g) Sclerotinia sclerotiorum em placa selada; h)
Testemunha de S. sclerotiorum. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Estudos mostram a eficiéncia desta espécie sob diferentes modos de acao,
destacando a capacidade de antibiose por compostos organicos volateis (Ruangwong
et al., 2021; Khong et al. 2022; You et al. 2022).

Tao et al. (2020) mostram o efeito dos metabdlicos orgénicos volateis dos
isolados de T. asperellum ZJSX5003 e GDFS1009, as quais apresentaram redugao do
crescimento micelial de F oxysporum em 73% e 74%, respectivamente.
Caracterizando seis metabdlitos volateis, 2-Metil-1-propanol, 3-Metil-1-butanol, 3-
Metil-3-buten-1-ol, Acetil metil carbinol, Butano-2,3-diol e 6- n-pentil-2H-piran-2-ona (6-
PAP). Rajani et al. (2020) ao utilizarem estirpes de Trichoderma spp. endofiticos
verificaram pelo ensaio de placa dupla, que os VOC’s do agente reduzem o
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e Fusarium
oxysporum, porém nao apresentaram controle sobre Macrophomina phaseolina.

Silva et al. (2021) estudaram o efeito de VOC’S de diferentes idades de
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colénias de T. koningiopsis, T. asperelloides T. longibrachiatum, T. lentiforme, T.
perbedyi e T. azevedoi sobre o crescimento de S. scleoriorum. Os resultados mostram
que os VOC’S produzidos por T. azevedoi CEN1241 foi o que demonstrou maior
redugao no crescimento de S. scleoriorum, em especial nas fases de esporulagéo e
na fase patogénica. O trabalho também conclui que a capacidade de esporulagédo do
agente T. lentiforme CEN1416 ndo esta relacionada com sua maior inibicdo do
crescimento micelial do patégeno pela produgao de VOC'S.

Em microscopia eletrbnica de varredura pode-se observar os danos
morfologicos nas hifas de M. phaseolina, sofridos pelos compostos organicos volateis
de T. koningiopsis, apresentando rompimento (Figura 28-B) e estreitamento de hifas
(Figura 28-C).

Figura 28 - Microscopia eletrénica das hifas de M. phaseolina aos 15 dias, sendo: a) Testemunha; b) e
Tratamento com placa selada. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Estudos mostram que tais compostos orgéanicos volateis, podem atuar como
promotores de crescimento em plantas. Lee et al. (2016) verificaram que estirpes de
Trichoderma spp. aumentaram em até 40% a biomassa vegetal. Os tomateiros
expostos aos VOC’s apresentaram aumento de biomassa, tamanho de parte aérea e
comprimento radicular. Observou-se também que o crescimento do tomateiro era

maior em fungdo da duragéo da exposi¢ao aos volateis.
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4.4 CONCLUSOES

Verificou-se que os quatro isolados de T. koningiopsis MS04, MS09, MS27 e
MS28 foram eficientes no controle in vitro de F. tucumaniae, M. phaseolina, D.
longicolla e S. sclerotiorum, apresentando como modo de agao a competicdo por
espacgo e nutrientes, micoparasitismo e antibiose por compostos organicos volateis,
observando danos nas hifas dos fitopatogenos. Pode-se constatar que néo houve

efeito dos metabdlitos filtrados sobre os fitopatdégenos pela metodologia aplicada.
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5. ESTUDO 03: SOLUBILIZAGAO DE FOSFORO E POTASSIO E ANALISE
NUTRICIONAL DE SEIVA

5.1 INTRODUCAO

O fosforo (P) é um dos nutrientes com disponibilidade limitada no solo. Na
planta desempenha papel fundamental em processos bioquimicos, como produgéo de
energia, respiragao, fotossintese e processos enzimaticos; constituindo-se como
importante componente da membrana celular e de acidos nucleicos. Apesar da
quantidade de fosforo total ser alta no solo, sua disponibilidade para as plantas é
limitada, principalmente em se tratando de solos acidos que retém com maior
facilidade o nutriente (ANAND et al. 2016).

Grandes quantidades de fésforo sédo aplicadas em solos brasileiros para suprir
a rapida imobilizacdo de fésforo inorganico, por se tratarem de solos altamente
intemperizados, ricos em ferro e aluminio (WITHERS et al. 2018).

Ja o potassio (K) ndo € um elemento estrutural, porém é considerado um
catalisador de reacgdes celulares, responsavel pelo balanco i6nico e abertura
estomatica (BIDWELL, 1974). Em solos tropicais, os teores de potassio sao
geralmente baixos, fazendo-se necessaria a adubacgao suplementar com KCI (ANDA,
2008).

Diferentes estudos caracterizam os beneficios da utilizacdo de isolados de
Trichoderma spp. em associagao com raizes de plantas, entre eles, o aumento na
absorcao de nutrientes, o que favorece a promocéao de crescimento de feijao, trigo e
soja (Ogut, 2005; Bononi et al. 2020).

Trichoderma spp. podem produzir uma vasta gama de acidos organicos
capazes de solubilizar fosfato inorganico presente no solo, como acido citrico,
cumarico, glucurdnico, acético, butirico e fumarico (SCERVINO et al. 2010; ZHAO et
al. 2013). Se tratando de solubilizagdo de potassio, também ocorre a liberagao de
acidos organicos como acido citrico, oxalico e glucdnico, que levam a dissociagao de
silicatos, mica e feldspato (VASSILEVA et al. 2000).
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Desta forma, o objetivo do trabalho foi verificar se os isolados de Trichoderma
koningiopsis prospectadas, sao eficientes solubilizadoras de fésforo e potassio in vitro,

verificando também a composigéo nutricional da seiva das plantas de soja.

5.2 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

5.2.1 Solubilizagao de Fésforo

Para o ensaio de solubilizacdo de fosfato utilizou-se o meio de cultura NBRIP
(National Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium) modificado
(NAUTIYAL, 1999), composto por 5 g de cloreto de magnésio; 0,5 g de sulfato de
magnésio; 0,2 g de cloreto de potassio; 0,1 g de sulfato de amobnio; 5 g de fosfato de
potassio tribasico; 10 g de glicose e 20 g de agar.

O meio foi vertido em tubos de ensaio, que apds solidificado, foi transferido
um disco de micélio de 4 mm de didmetro, de cada isolado de T. koningiopsis.

Em seguida, os tubos foram vedados com plastico filme de PVC e incubados
em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagoes foram realizadas em
intervalos de 24 horas até o sétimo dia, e por meio de régua milimetrada mensurou-se
a zona de solubilizagcdo indicada pela alteragdo da cor do meio de cultura e
solubilizacdo do nutriente.

Para o calculo do indice de solubilizacdo (IS), adaptou-se a metodologia
utilizada por Barraquero, Baya, Cormenzana (1976) e por Chagas Junior et al. (2010),
usando-se a razao entre o didametro do halo de solubilizagdo e o diametro da colénia
bacteriana que, neste caso, foi o didmetro do tubo de ensaio com 1,5 cm;
Correspondendo a:

Is = Diametro da zona de solubilizagdo (cm)

Diametro da colonia (cm)
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk; seguido pela ANOVA (Scott-Knott a 5% de
probabilidade) e analise de regressao no software Rbio (BHERING, 2017).

5.2.2 Solubilizagdo de Potassio

Utilizou-se o meio Agar Pikovskaya Modificado seguindo a metodologia
proposta por Velazquez-Gurrola et al. (2015), composto por 0,5 g de extrato de
levedura; 10 g de glicose; 5 g de KNOs; 0,5 g de (NH4)2S04; 0,1 g de MgSO4; 0,0001
g de MnSO4; 0,0001 g de FeSO4; 0,0026 g de Verde de Bromocresol, todos dissolvidos
em 1 L de agua destilada, pH ajustado em 7,0 e adicionado 20 g de agar, seguido de
autoclavagem por 15 mim a 120°C.

O meio foi vertido em tubos de ensaio, apds solidificado, transferiu-se um disco
de micélio com 4 mm de didmetro, de cada isolado de T. koningiopsis.

Em seguida, os tubos foram vedados com plastico filme de PVC e incubados
em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas em
intervalos de 24 horas até o quarto dia, e por meio de régua milimetrada mensurou-se
a zona de solubilizagao indicada pela alteracdo da cor do meio de cultura da cor azul
para amarela.

Para o calculo do indice de solubilizacdo (IS), adaptou-se a metodologia
utilizada por Barraquero, Baya, Cormenzana (1976) e por Chagas Junior et al. (2010),
usando-se a razao entre o didametro do halo de solubilizagdo e o didmetro da colonia
bacteriana que, neste caso, foi o didmetro do tubo de ensaio com 1,5 cm;

Correspondendo a:

_ Diametro da zona de solubilizagdo (cm)

Diametro da colonia (cm)
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk; seguido pela ANOVA (Scott-Knott a 5% de
probabilidade) e analise de regressao no software Rbio (BHERING, 2017).

5.2.3 Analise de seiva de plantas de soja inoculadas com T. koningiopsis

O experimento foi conduzido na casa de vegetagdo da UTFPR Campus Dois
Vizinhos. A unidade experimental composta por vasos com capacidade de oito litros,
contendo substrato comercial.

Preparou-se uma suspensdo de esporos na concentragdo de 1x10'° esporos
por mL de cada isolado de T. koningiopsis testada. As sementes de soja utilizadas
foram da cultivar Brasmax Zeus IPRO, as quais foram tratadas utilizando 4 mL da
solucao de esporos por quilograma de sementes.

As plantas foram conduzidas até estadio V7, onde foram coletados dois
trifdlios de cada repeticao, estes trifélios foram prensados em prensa hidraulica
adaptada, e a seiva retida em eppendorfs acoplados. Os eppendorfs com a seiva
foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, transferiu-se 100 ul do
sobrenadante para outro eppendorf acrescido de 900 ul de etanol 95°. Posteriormente
esta solugao foi vertida em cubetas de acrilico e as leituras realizadas no equipamento

Nir (Near Infrared Reflectance) (Figura 29).
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Figura 29- Procedimento para analise de seiva: a) Coleta dos trifélios da soja; b) Prensagem das folhas
para obtencado da seiva; c) Centrifugagéo; d) Adigdo do etanol; e) Leitura no Nir; f) Laudo
gerado pelo programa. UTFPR, Campus Pato Branco, 224. }

b) & B

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Pelo programa foram mensurados: nitrogénio total, fdsforo, potassio,
magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro, manganés e zinco.

O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes
por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, seguido pela ANOVA, Scott-Knott a 5% de probabilidade, no software
Rbio (BHERING, 2017).
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5.3 RESULTADOS E DISSCUSSOES

5.3.1 Solubilizacao de fosforo e potassio

Constatou-se que os quatro isolados de T. koningiopsis estudadas
comportaram-se como bons solubilizadores de fosforo e potassio em meio NBRIP e
em meio Pikovskaya (Figuras 30 e 31), apresentando aumentos consideraveis do halo

de solubilizagdo no decorrer dos dias avaliados.

Figura 30: indice de Solubilizagdo (IS) de fésforo de T. koningiopsis isolado MS04, MS09, MS27 e
MS28, respectivamente, em meio de cultura NBRIP, no decorrer de sete dias de avaliagao.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2024. CVs= 9,49%; 14,54%; 10,64%; 11,96%,

respectivamente.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Figura 31: indice de Solubilizagdo (IS) de potassio de T. koningiopsis isolado MS04, MS09, MS27 e

MS28, respectivamente, em meio de cultura Pikovskaya Modificado, no decorrer de
quatro dias de avaliagdo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024. CVs= 16,3%; 6,02%;
10,99%; 12,77%, respectivamente.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

O halo/gradiente de solubilizacdo pode ser notado pela solubilizacdo de

fésforo promovido pelos isolados; e pela mudanga de pH (entre 3,7 a 5,5) do meio de

cultura promovida pelo indicador Verde de Bromocresol, devido a liberagao de acidos

organicos como acido latico, citrico, malico, tartarico e sussinico pelo microrganismo,

reduzindo o pH e por consequéncia aumentando a solubilizagdo de potassio

(PRAJAPATI et al. 2012) (Figura 32).
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Figura 32 - Halo/gradiente de solubilizagédo de fosforo e potassio do isolado MS04 no quarto dia de
avaliagdo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

izacao

-.I-

Halo de Solub

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Na figura abaixo pode-se observar a diferengca entre um isolado de
Trichoderma sp. que nao solubiliza potassio (Figura 33-A) e o isolado MS09 que
solubiliza o nutriente (Figura 33-B), havendo a mudanga de coloragdo no meio de

cultura de azul para amarela.

Figura 33 - Placa de Petri contendo o meio Pikovskaya modificado, sendo A) Isolado de Trichoderma
spp. hao solubilizadora de potassio e B) Isolado MS09 de T. koningiopsis. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)
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Bononi et al. (2020) observaram que ao adicionarem ao tratamento estirpes
de Trichoderma spp. isolados de solo amazbnico com potencial solubilizador de
fésforo, houve aumento de biomassa de plantas de soja, mesmo sem a aplicagao de
fosfato natural e supertriplo. Porém, os tratamentos que continham a estirpe do
microrganismo combinadas com estas fontes de fosfato, obtiveram um maior ganho
de biomassa, onde para as raizes, por exemplo, houve um aumento de 111,2% a
156,1%.

Além dos inumeros estudos que exploram as vantagens da inoculagdo do
agente na solubilizagcdo de nutrientes, para ganho de biomassa e produtividade em
diversas culturas; estudos revelam que o uso de Trichoderma spp. faz com que haja
rapida maturacdo, estabilizacdo e aumento de fésforo disponivel na
vermicompostagem. Busato et al. (2021) verificaram que a inoculagdo combinada de
estirpes de Trichoderma spp. e fosfato natural, aumentaram o teor de acidos humicos
e de fésforo soluvel em acido citrico do vermicomposto.

Além de Trichoderma spp. outros fungos séo citados como solubilizadores de
potassio no solo, como o género Saccharomyces, Schawnniomyces, Neurospora,
Penicillium, Aspergillus, além de fungos micorrizicos e ectomicorrizicos (HARO;
BENITO, 2019). Bactérias também s&o citadas como potenciais agentes
solubilizadores, como Bacillus mucilaginosus, B. edaphicus, B. circulans e
Paenibacillus spp., capazes de solubilizar os minerais biotita, feldspato, ilita,
muscovita, ortoclasio e mica (ETESAMI; EMAMI; ALIKHANI, 2017).

Essa solubilizagdo de nutrientes observada in vitro reflete no aumento do
elemento na seiva da planta. Na tabela 01 observa-se um aumento médio de 12% no
nivel de P encontrado na seiva, e de 23% de potassio quando utilizado os isolados
MS04 e MS28 no tratamento de sementes de soja, e de 14% e 7,5% utilizando MS09
e MS27, respectivamente. Além de uma diferencga significativa nos niveis de magnésio,

boro, cobre e zinco, quando as sementes foram tratadas com o isolado MS28.
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Tabela 04 - Concentragdo de nutrientes (mg.L"') na seiva de plantas de soja tratadas com T
koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e MS28, em estddio V7 utilizando o
equipamento NIR. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Trat. N P K Mg S B Cu Fe Mn z
TEST 5418.19a 510.85b 4431.84d 327.59b 22041a 211b 141b 442a 13.47a 532b
MS04 5489.67a 590.83a 543596a 221.89b 221.89a 2.74b 1.69b 445a 16.25a 593b
MS09 5357.00a 555.96a 5052.33b 357.39b 222.04a 274b 1.62b 443a 1454a 6.45b
MS27 5419.62a 582.07a 4759.01c 326.31b 22272a 279b 142b 4.42a 1509a 581b
MS28 5275.24a 558.52a 548350a 417.26a 224.89a 3.58a 2.09a 4.66a 18.60a 8.87a
CV (%) 19.01 15.83 13.84 11.11 10.89 16.30 14.02 8.40 18.66 29.55

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0, 05).
Fonte: Arquivo pessoal (2023)

O mesmo é observado por Song et al. (2023) ao verificarem o potencial da

aplicacao de T. viride em plantas de Melilotus officinalis, em solubilizar fésforo

inorganico insoluvel e mineralizagdo deste fésforo, fazendo com que haja além do

aumento de parte aérea das plantas, e peso seco das raizes, o aumento do teor de

fésforo nos tecidos das mudas em comparagao com a testemunha pelo método do

azul de molibdénio.

A interacdo envolvendo a planta e sua simbiose com Trichoderma spp.,

culmina na promog¢ao de crescimento e ganho de biomassa, pois 0 microrganismo

auxilia liberando horménios de crescimento como citocinina, giberilina e acidos, além

de solubilizar nutrientes muitas vezes indisponiveis como fosfato, potassio, cobre e
zinco (MENDOZA et al. 2018).

5.4 CONCLUSOES

Pode-se verificar que os isolados de T. koningiopsis estudadas, sdao bons

agentes solubilizadores de fésforo e potassio, além de ocorrer um incremento

nutricional na seiva das plantas.
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6. ESTUDO 04: EFEITO DE T. koningiopsis NA RESPOSTA DE DEFESA E
PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE SOJA

6.1 INTRODUCAO

A ativagdo da resposta de defesa vegetal € dependente de elicitores, ou
também chamados de indutores de resposta de defesa, os quais séo liberados pelo
microrganismo envolvido, os exoelicitores, e os endolicitores que sdo os préprios
tecidos vegetais (MONTESANO, 2003).

Apo6s o contato com este agente elicitor, desencadeia-se uma cascata de
sinalizagdo na planta, promovendo a indugdo de resisténcia. Esta pode ser
classificada em Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI).

A RSA ¢ ativada a partir de um sinal liberado por um sitio de necrose/infecgao,
o qual é transmitido por toda a planta a fim de evitar futuras infecgdes. A indugao é via
salicinato dependente, e neste caso ocorre a produgao de fitoalexinas, deposi¢cao de
calose, e expressao de genes de defesa como a expressao de proteinas relacionadas
a patogénses (PR-Proteinas). Ja a RSI ndo produz sintomas ou sinais, mas ativa a
defesa de forma sistémica, esta correlacionada a organismos nao patogénicos, e sua
rota preferencial &€ do acido jasmonico e etileno (SILVA et al. 2008).

Alguns autores relatam outro fator de resisténcia, a Resisténcia Induzida (RI),
a qual ativa a defesa da planta contra patégenos biotréficos, necrotréficos e contra
estresses abioticos. Esta por sua vez é ativada pelo acido 3-aminobutirico, e sinalizada
por acido abscisico (Aba) (TON et al. 2005) (Figura 34).
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Figura 34 — Esquematizacéo dos trés tipos de resisténcias encontradas na planta, sendo sistémica
adquirida, sistémica induzida e resisténcia induzida. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

As plantas ao responderem aos indutores sdao capazes de manter uma
memoaria imunoldgica no decorrer do tempo. Aresposta imune inata € ativada quando
padrées moleculares associados a microrganismos (MAMP), ou seja, moléculas de
ataque, sdo reconhecidas pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRR)
localizados na membrana celular; estes também podem reconhecer os padrées
moleculares associados ao dano (DAMP) formados por moléculas hidroliticas no
tecido vegetal (MONTE, BETTIOL, HERMOSA, 2021).

Estes padrdes induzem a imunidade inata desencadeada por MAMP ou PAMP,
e imunidade inata desencadeada por efetores (ETI) (JAROSZUK-SCISEL, 2019).

Trichoderma spp. provoca a defesa do tipo ETl e também a imunidade inata
desencadeada por MAMP. A defesa ETI faz com que haja estresse oxidativo, porém
Trichoderma spp. abre vantagem no ambiente rizosférico por suportar o estresse e
liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Para limitar o acesso de Trichoderma spp.
ao apoplasto da epiderme e do cortex, ha a regulacado do acido salicilico que controla
a deposicao de calose, impedindo sua proliferagao para o sistema vascular (MONTE,
BETTIOL, HERMOSA, 2021). Alonso-Ramirez et al. (2014) mostra que em plantas de
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Arabidopsis onde n&do ha producéo de acido salicilico e por consequéncia ndo ocorre
deposigao de calose, Trichoderma spp. consegue penetrar via raizes, atingir o sistema
vascular e parte aérea, ocasionando um colapso na planta.

Além de ativar o sistema de defesa vegetal, Trichoderma spp. esta associado
a promocao de crescimento de plantas, exercendo um papel de simbiose. Sua
colonizagéo e rapido crescimento se deve ao fornecimento de sacarose pela planta,
em contrapartida, o fungo libera fitormonios promotores de crescimento como
giberilinas, auxinas e acido indolacético (IAA) que proporcionam o aumento da
colonizagao da risosfera e rizoplano pelas raizes (DRUZHININA et al. 2011; ZHANG
et al. 2013).

6.2 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

6.2.1 Resposta de defesa de plantas de soja inoculadas com T. koningiopsis

6.2.1.1 Determinagédo de Gliceolina

Para este teste foi seguido o método proposto por Stangarlin et al. (2010).
Sementes de soja da cultivar TMG 7062 IPRO foram semeadas em bandejas com
areia, irrigadas diariamente com agua deionizada por um periodo de oito dias. Ao fim
deste periodo foram retirados apenas os cotilédones isentos de injurias.

Os cotilédones foram higienizados com agua deionizada, e com auxilio de um
bisturi foram realizados cortes longitudinais na superficie adaxial de cada cotilédone.
Em placas de Petri® contendo um disco de papel Gesrmitest®, umedecido com 1 mL
de agua ionizada, foram postos 5 cotilédones em cada placa, compondo uma unidade
experimental.

Sobre cada cotilédone, foi adicionado 20 ul de uma suspensao de esporos na

concentragdo de 1x10'° esporos por mL de cada isolado de T. koningiopsis. Em
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seguida, as placas foram tampadas e vedadas com papel aluminio, e dispostas em
BOD a 25 °C por um periodo de 20 horas.

ApoOs este periodo, os cotilédones de cada placa foram pesados em balanga
analitica, e transferidos para erlenmeyer contendo 10 mL de agua deionizada. Na
sequéncia, os frascos foram colocados sobre agitador orbital shacker a 160 rpm por
uma hora. Fez-se a leitura do sobrenadante em espectrofotdbmetro a 258 nm em
cubeta de quartzo (Figura 35).

Figura 35 - Procedimento para quantificagcdo das gliceolinas: a) Cotilédones emergidos na areia, b)
Cotilédones dispostos em disco de germitest em placa de Petri; c) Agitador orbital shacker
com as;gamostras. UTFPR, Campus Pato Branco, 20_24.__

Wi

Fonte: Arduivo pessoal (2024)

O experimento foi realizado em DIC, com quatro repeti¢gdes por tratamento,
sendo eles a suspensao de quatro Trichoderma spp., mais a testemunha composta

por agua deionizada.

6.2.1.2 Cultivo das plantas em casa de vegetagdo

Sementes de soja da cultivar Brasmax Zeus IPRO foram semeadas em vasos
com capacidade de 8 L contendo substrato comercial. Os tratamentos foram
compostos por quatro repeticdes de vasos, contendo duas plantas de soja cada,
totalizando 5 tratamentos, sendo os quatro isolados MS04, MS09, MS27, MS28, mais
a testemunha (isenta de in6culo), em delineamento inteiramente ao acaso.

Quando a soja atingiu estagio V3, realizou-se a inoculacao de T. koningiopsis
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via pulverizagédo na parte aérea, utilizando-se uma concentragdo de 1x10'° esporos
por mL de cada isolado de T. koningiopsis testada. Apds 24 horas, aplicou-se como
desafiante uma solugédo de esporos de oidio (Erysiphe diffusa) na concentragao de
1x108 esporos por mL.

Para quantificacdo das variaveis de resisténcia no decorrer do tempo, o
material vegetal para as analises foi coletado em cinco etapas, identificadas como
tempo 01: 0 horas; tempo 02: 48 horas; tempo 03: 96 horas; tempo 04: 144 horas e

tempo 05: 192 horas apos aplicagéao.

6.2.1.3 Preparo do extrato enzimatico

Foi seguida a metodologia desenvolvida por Moerschbacher (1988) descrito
por Guzzo & Martins (1996). Para a preparagao do extrato, as amostras de tecidos
(cerca de 0,3g) foram maceradas em almofariz contendo 0,2g de micropérolas de
vidro, 0,1g de resina Dowex e 0,2g de PVPP (polivinilpolipirolidona), este material foi
vertido em eppendorf e acrescentado 0,5 mL de tampao borato de sédio, o deixado
reagir por um periodo de 5 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado a
20.000 g, a 4 °C por 20 minutos, e o sobrenadante recolhido em outro tubo Eppendorf
identificado (Figura 36).

Figura 36 - Procedimento para obtengéo do extrato enzimatico, maceragdo da amostra, extrato vertido
em tubos Eppendorf e posterior centrifugagéo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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6.2.1.4 Determinagéo das proteinas totais

Para quantificar o total de proteinas, seguiu-se a metodologia de Bradford
(1976). Em tubos de ensaio enumerados, utilizou-se 40 pl do extrato vegetal descrito
no item 2.2.1, adicionou-se 460 puL de agua destilada e 1 mL do reagente Bio-Rad
(Sigma). Em seguida foi agitado em vortex e lido em espectrofotémetro, procedendo

a leitura a 595 nm para obter valor da absorbancia.

6.2.1.5 Determinagéo da quitinase

Em tubos Eppendorf, foram transferidos 100 mg de substrato para quitinase,
400 uL tampao fosfato de sodio 0,2 M, 500 pL do extrato vegetal preparado e posto
em banho maria a 50 °C por 40 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a
7000 rpm 10 minutos, e o sobrenadante transferido para um novo Eppendorf, e

realizada leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

6.2.1.6 Determinagéo da 8 1,3 glucanase

Metodologia desenvolvida por Wirth & Wolf (1990) descrito por Guzzo e
Martins (1996). Em tubos Eppendorf adicionou-se 200 pL de extrato vegetal, mais 400
ML de tampéo acetato de s6dio 50 mM pH 5,0 e 200 uL de substrato Curdlan (Sigma).

Em seguida, os Eppendorfs foram incubados em banho maria por um periodo
de 50 min na temperatura de 40 °C. A reacéo foi interrompida adicionando 200 pL de
HCL 2N e resfriado em gelo por 10 min. Posteriormente, o material foi centrifugado por
5 minutos, a 10.000 g para remog¢do do substrato insoluvel ndo hidrolisado. E a

absorbancia do sobrenadante determinada em espectrofotdmetro a 600 nm.
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6.2.1.7 Determinag&o da fenilalanina aménia-liase (FAL)

Seguiu-se a metodologia proposta por Rodrigues, Bezerra e Coelho (2006).
Pesou-se 0,5 g do material vegetal, transferido para cadinhos e macerados com 4 mL
do tampao TRIS — HCL pH 8,0. O material foi vertido em eppendorf e centrifugado a
6000 g na temperatura de 4 °C por 10 minutos.Uma aliquota de 200 uL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de ensaio identificado, acrescentando mais
3 mL do tampéo de extracdo TRIS. Na sequéncia, a solugéo foi agitada em vortex,
obtendo-se assim, o extrato enzimatico.

Posteriormente, transferiu-se 1,5 mL do extrato enzimatico, acrescidos de 1
mL do tampao de extracao e 0,5 mL de fenilalanina. Em seguida incubou-se em banho-
maria por um periodo de 30 minutos na temperatura de 40 °C. Apds incubacéo, a
reacado foi interrompida com banho de gelo. As leituras foram realizadas em

espectrofotdmetro a 290 nm em cubeta de quartzo.

6.2.1.8 Determinagdo dos compostos fendlicos totais

A analise dos compostos fendlicos totais foi realizada em duas etapas,
seguindo o método adaptado de Bieleski e Turner (1966). Pesou-se 0,3 g de material
vegetal, adicionando 5 mL da solugdo MCA (metanol, cloroférmio, agua 6 / 2,5/ 1,5),
e macerado em almofariz. O material resultante foi vertido em Eppendorf e
centrifugado a 6.000 rpm, na temperatura de 20 °C por 20 minutos, coletando o
sobrenadante. Do residuo soélido restante foi realizado nova extragao, adicionando
mais 4 mL de MCA, agitando no vértex e centrifugando novamente a 6.000 rpm, 20 °C
por 20 minutos. O sobrenadante coletado é adicionado ao anterior, obtendo o extrato
MCA. Neste extrato adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua deionizada, e
centrifugado a 6.000 rpm, 20 °C por 15 minutos.

A segunda etapa é composta pela determinagao de fendis totais pelo método
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adaptado de Jennings (1991). Retirou-se 0,5 mL da parte superior do sobrenadante,
adicionando 0,5 mL de agua + 0,5 mL do reagente de Folin — Ciocalteau diluido 1:10,
e misturada em vortex. Apos 15 minutos, € adicionado 5 mL do reagente alcalino A
(preparado de carbonato de sédio 2% em solugéo de hidroxido de sédio 0,1 N). Agitou-
se novamente em vortex e apos 50 minutos fez-se a leitura em espectrofotdmetro a
760 nm.

6.2.1.9 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdo por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk; por se tratar de um experimento qualitativo x
quantitativo, realizou-se a ANOVA (Scott-Knott a 5% de probabilidade) seguido da
analise de regresséao no software Rbio (BHERING, 2017). Para o ensaio de gliceolinas

realizou-se apenas ANOVA (Tukey a 5% de probabilidade).

6.2.2 Efeito na promogao de crescimento de plantas de soja
O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da UTFPR Campus Dois

Vizinhos. A unidade experimental foi composta por vasos de PVC de 20 cm de

diametro x 70 cm de altura, contendo substrato comercial (Figura 37).
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Figura 37 — Plantas de soja conduzidas em tubos de PVC de 70 cm de altura, para avaliagdo do
crescimento. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Testemunha M504 MS505 M5s27 M528

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Preparou-se uma suspensdo de esporos na concentragdo de 1x10'° esporos
por mL de cada isolado de T. koningiopsis testada. As sementes de soja utilizadas
foram da cultivar Brasmax Zeus IPRO, as quais foram tratadas utilizando 4 mL da
solugédo de esporos por quilograma de sementes. Para cada vaso foi semeada uma
semente de soja tratada.

As plantas foram conduzidas até estadio V7, onde avaliou-se o comprimento
da parte aérea, comprimento radicular, diametro do caule, volume do sistema radicular,
massa verde e massa seca da parte aérea e radicular.

O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso, com quatro repeti¢cdes
por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, seguido pela ANOVA, Scott-Knott a 5% de probabilidade, no software
Rbio (BHERING, 2017).
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6.2.3 Efeito no teste de germinacédo de sementes de soja

Para avaliagao da porcentagem de germinacgao (%G) foram utilizados rolos de
papel Germitest®, cada rolo composto por trés folhas, umedecidas com agua destilada
na concentragdo de 2,5 vezes a massa seca do papel (BRASIL, 2009). Cada rolo
contendo 50 sementes de soja da cultivar Brasmax Zeus IPRO, compondo a unidade
experimental. Utilizou-se cinco tratamentos, sendo, a testemunha com agua destilada
e os quatro isolados de T. koningiopsis, MS04, MS09, MS27 e MS28 (Figura 38).

Figura 38 — Implantacdo do teste de germinagédo de sementes de soja. UTFPR, Campus Pato Branco,

2024. -
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Para o teste de comprimento de plantulas foram utilizadas quatro repeti¢cdes
de 10 sementes de soja. Os papéis foram umedecidos previamente com agua
destilada equivalente a 2,5 vezes a massa seca do papel. As sementes de soja foram
posicionadas de forma que a micropila estivesse voltada para a parte inferior do papel.
Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos posicionados verticalmente no
germinador por sete dias a 25 °C.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
seguido pela ANOVA, Scott-Knott a 5% de probabilidade, no software Rbio (BHERING,
2017).
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6.3 RESULTADOS E DISSCUSSOES

6.3.1 Resposta de defesa de plantas de soja inoculadas com T. koningiopsis

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios que atuam na defesa vegetal,
através da atividade antimicrobiana que desempenham. Em soja, a gliceolina é
expressa na interagdo do microrganismo com a planta, e os cotilédones s&o usados
para verificar a agao elicitora bidtica ou abidtica (SCHWAN-ESTRADA et al. 2000).
Esse composto atua sobre o microrganismo por meio da desorganizagéo celular,
ruptura de membrana, granulagao citoplasmatica, inibicdo de enzimas extracelulares,
além da inibicao da germinacao de esporos e crescimento micelial (CAVALCANTI et
al. 2008).

Neste trabalho, ao verificar a atividade da gliceolina em cotilédones de soja,
pode-se perceber que todos os tratamentos diferiram da testemunha (Figura 38)

aumentando o acumulo do metabdlito em até 39%.

Figura 38 - Absorbancia (285nm) mg™' de cotilédones de soja tratados com quatro isolados de
Trichoderma spp. e na testemunha com &gua destilada. UTFPR, Campus Pato Branco,
2024.
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Ferreira et al. (2019) também observaram que T. asperellum e outros géneros
de Bacillus promoveram o acumulo de gliceolina em soja. O mesmo ocorreu para
Marek et al. (2019) verificando um maior acumulo de fitoalexinas em cotilédones de
soja e hipocdtilo de feijao quando inoculados com T. tomentosum.

Em outro estudo, T. asperellum foi utilizado com vistas a reduzir a mancha
angular (Pseudomonas syringae pv. lachrymans) de pepino em cultivo hidropénico, os
resultados apontaram uma reducao de até 80% da doenca, além da expressdo de
genes de defesa: o gene da via do fenilpropanoide que codifica a fenilalanina
amonialiase, e 0 gene lipoxigenase que codifica a hidroziperéxido liase, além do
acumulo de compostos fenolicos e de fitoalexinas (YEDIDIA et al. 2003).

No estudo para avaliar o potencial dos isolados MS07, MS09, MS27 e MS28
na indugcao de resisténcia em plantas de soja, verificou-se que as enzimas ativadas
foram a quitinase e a 3 1,3 glucanase (Figura 39). Porém para Compostos fendlicos,

proteinas e FAL n&o houve diferencga significativa entre os tratamentos.

Figura 39 - Resposta de defesa de plantas de soja inoculadas com T. koningiopsis isolados MS04,
MS09, MS27 e MS28, na expressao de Quitinase, -1,3 Glucanase, compostos fendlicos,
proteinas e FAL, respectivamente. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.
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y.=-0.0049x +0.3161
2
027 R*=0.8956

03

mg/g de tecidovegetal

025
0.26

0.25 0.2
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Periodo apés aplicacéo Periodo apds aplicagao
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Tabela 05 — Equacdo da reta e R? ajustado referentes a resposta de defesa de plantas de soja
inoculadas com T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e MS28, na expressao de Quitinase e -
1,3 Glucanase. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Tratamentos Equagio R?
Quitinase

Testemunha  y=-0.0313x2 + 0.1846x + 0.1537 0.9628
MS04 y =-0.0749x% + 0.4275x + 0.0017 0.8222
MS09 y =-0.0719x2 + 0.4061x + 0.0802 0.9517
MS27 y =-0.0619x2 + 0.3271x + 0.1933 0.7537
MS28 y =-0.0556x% + 0.2933x + 0.2111 0.7751

B-1,3 Glucanase

Testemunha y =0.037x + 0.27 0.8726
MS04 y = 0.0505x + 0.3104 0.9164
MS09 y =-0.0229x% + 0.1718x + 0.2321 0.7960
MS27 y =-0.0252x% + 0.1898x + 0.2326 0.9241
MS28 y =-0.0171x? + 0.1382x + 0.2817 0.9468

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Quando ocorre a inducao de resisténcia em plantas, uma grande producao de
proteinas de defesa é ativada, sdo conhecidas como proteinas relacionadas a
patogénese (PR-Proteinas), fazendo com que haja um aumento de sua concentragao
nos tecidos vegetais, destacando-se o aumento de peroxidases, quitinases, 3 1,3
glucanases, FAL, aumento do acido salicilico e deposi¢ao de lignina (VERBENE et al.
2000).

O efeito “priming” é um termo utilizado na indugao de resisténcia, quando ha
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um pré-condicionamento da planta contra uma infec¢do, ativando rapidamente seu
sistema de defesa (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Estudos comprovam a atuagao
direta de espécies de Trichoderma spp. na ativagao de “primings” induzindo respostas
imunes de forma mais rapida em plantas e com maior efetividade na defesa, ocorrendo
maior acumulo e ativagcdo destas proteinas celulares inativas, que se tornam
prontamente disponiveis diante de um ataque patogénico (MORAN-DIEZ, et al. 2021).

Liu et al. (2021) ao estudarem o efeito de Trichoderma spp. sobre plantas de
repolho infectadas com Botrytis cinerea, verificaram que a aplicagcdo do agente
ocasionou o0 aumento de ascorbato peroxidase em 1,46 vezes, controlando também o
ataque de B. cinerea. Pratap-Singh et al. (2021) ao tratarem plantas de berinjela com
T. harzianum e T. asperellum desafiadas com S. sclerotiorum observaram que houve
aumento na concentragdo de acido chiquimico com apice nas 72 horas apoés
aplicagao, enquanto que compostos fendlicos nao diferiram.

No presente trabalho o ponto de maxima producdo de quitinase e [B-1,3
glucanase foram nas 48 horas e 192 horas apés aplicagao, respectivamente, com
aumento médio de 59% de quitinase e de 27% de -1,3 glucanase.

Gajera et al. (2015) ao tratarem diferentes mudas de amendoim com T. viride,
desafiadas com Aspergillus niger, verificaram que houve um aumento no terceiro dia
apos aplicacao, de 3,5 e 2,3 vezes das enzimas polifenol oxidase e p-1,3 glucanase,
respectivamente; e de 1,6 vezes de FAL ao sexto dia, e 2,3 a 2,8 vezes no nono dia

apos aplicagao.
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6.3.2 Efeito na promogao de crescimento de plantas de soja

A Tabela 06 apresenta o efeito do tratamento de sementes de soja com os

quatro isolados de T. koningiopsis sobre os parametros agronémicos avaliados.

Tabela 06 — Efeito do tratamento de sementes com T. koningiopsis isolados MS04, MS09, MS27 e
MS28 sobre a massa verde da parte aérea (MV-PA), massa verde da raiz (MV-RZ), massa
seca da parte aérea (MS-PA), massa seca raiz (MS-RZ), comprimento parte aérea (COMP-
PA), Comprimento raiz (COMP-RZ), volume da raiz (VOL-RZ) e didmetro do caule (DIAM-C)
de plantas de soja em estadio V7. UTFPR Campus Pato Branco, 2024.

Tratamentos MV-PA  MV-RZ MS-PA Ms-Rz COMP- COMP- DIAM-

PA rz VOLRZ .
TESTE  21.98c 854b 454b 101b 4525¢c 5325a 23500d 4.93¢
MSO4  36.86a 1501a 817a 1.82a 52.73b 6050a 447.50a 7.43b
MS09  31.12b 931b 635b 132b 59.00a 5625a 330.00c 6.65b
MS27  3741a 1332b 7.94a 141b 57.67a 62.00a 377.50b 7.08b
MS28  4246a 17.98a 888a 215b 57.7a 5825a 44500a 828a

CV (%) 14.8 22.25 19.07 2714 15.80 13.26 10.93 9.31
* Médias seguida pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Para a variavel massa verde e massa seca da parte aérea, os tratamentos que
se destacaram foram os isolados MS04, MS27 e MS28. Ja para massa verde da raiz,
houve uma melhor resposta dos isolados MS04 e MS28.

Um incremento médio de 28% foi obtido no comprimento da parte aérea,
quando utilizada os idolados MS09, MS27 e MS28 em comparagao com a testemunha.
E de aproximadamente 89% no volume do sistema radicular utilizando MS04 e MS28.
O didmetro do caule aumentou em 68% utilizando o isolado MS28 no tratamento de
sementes em comparagao com a testemunha.

Na figura 40, verifica-se o crescimento promovido pelo isolado MS28 em

relagao a testemunha no estadio V7.
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Figura 40 — Plantas de soja tratadas com a) Testemunha com agua destilada e b) T. koningiopsis isolado
MS28. UTFPR Campus Pato Branco, 2024.

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

O mesmo incremento foi percebido por Joo e Hussein (2022) ao estudarem o
efeito volatil de diferentes isolados de Trichoderma spp. na promogao de crescimento
de plantulas de Raphanus sativus, verificando que o melhor tratamento resultou do
isolado de T. harzianum H22, com um aumento de 200% de massa verde total.

Degani et al. (2021) também observaram um aumento no comprimento da
parte aérea e massa de plantas de milho tratadas com T. longibrachiatum. Liu et al.
(2022) observaram este efeito, na promogéo de crescimento em plantulas de pepino
co-inoculadas com metabdlitos de isolados de Trichoderma spp. Outros estudos
mostram a eficiéncia do uso de diferentes isolados de Trichoderma spp. no aumento
do enraizamento lateral de Syringa oblata (LIU et al., 2020), e no aumento de biomassa
e producao de metabdlitos de Rheum Palmatum pela estirpe Trichoderma citrinoviride

HT-1 isolado da raiz da mesma espécie (CHEN et al., 2022). T. koningiopsis HT-1
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mostrou-se eficiente no aumento de biomassa e tamanho de plantas de Arabidopsis
thaliana (YOU et al., 2022).

6.3.3 Efeito no teste de germinacédo de sementes de soja

O ensaio de germinagao in vitro com o tratamento de sementes de soja com
os isolados estudados, demonstram que nao houve diferenga estatistica entre as
variaveis porcentagem de germinagdo, porcentagem de plantulas normais,
comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e massa seca total dos tratamentos

com a testemunha (Tabela 07).

Tabela 07 — Porcentagem de sementes germinadas (%G), % plantulas normais, comprimento de parte
aérea (PA), comprimento de raiz e massa seca total das plantulas de soja tratadas com
testemunha e isolados MS04, MS09, MS27 e MS28 de T. koningiopsis. UTFPR Campus
Pato Branco, 2024.

Comp. PA  Comp. Raiz

Tratamentos %G %Normais MS Total (g)
(cm) (cm)

Testemunha 99.50 ns* 65.75 ns 6.63 ns 8.54 ns 0.157 ns
MS04 99.50 63.25 6.53 8.62 0.160
MS09 98.50 61.00 6.54 8.33 0.170
MS27 98.00 66.75 6.67 8.91 0.179
MS28 99.00 63.75 6.84 9.75 0.183
CV (%) 2.04 12.01 8.32 15.96 16.76

*Na coluna, médias seguidas de letras iguais n&o diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).
ns* nao significativo.
Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Sales et al. (2023) ao estudarem diferentes doses de T. harzianum, verificaram
que doses de 350 g e 400 g por 100 kg de sementes, proporcionaram um aumento de
2% na germinacao de sementes de soja. Outros estudos envolvendo outras espécies
demonstram a eficiéncia do antagonista no tratamento de sementes, como o trabalho
desenvolvido por Baseggio et al. (2017) onde o tratamento de sementes de aveia preta

e cevada com Trichoderma spp. incrementaram a germinagao e o desenvolvimento

114



das plantulas.

Estudos utilizando diferentes antagonistas, entre eles fungos e bactérias,
demonstraram que T. harzianum se destacou aumentando o vigor, comprimento da
parte aérea e raiz, além de aumentar em 88.75% a germinagdo das sementes de
pepino tratadas (SHARMA et al. 2023).

Faria et al. (2003) verificaram que o uso combinado de T. harzianum fez com
que houvesse maior porcentagem de germinagdo de sementes de algodao, maior

porcentagem de emergéncia e vigor.

6.4 CONCLUSOES

Com este estudo pode-se verificar que a inoculagdo de T. koningiopsis
promoveu maior acumulo de gliceolina em cotilédones de soja, além de um aumento
na producao de quitinase e 3 1,3 glucanase.

O antagonista também contribuiu na promog¢ao de crescimento de plantas de
soja, porém nao houve diferenga significativa quando utilizado no tratamento de

sementes no teste de germinacéo in vitro.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Com a técnica de bioprospeccgao aplicada, pode-se obter quatro isolados de
T. koningiopsis, as quais apresentaram crescimento 6timo na faixa de temperatura
entre 25 °C e 30 °C.

Ao verificar o potencial antagonista dos quatro isolados MS04, MS09, MS27 e
MS28 em confronto com os isolados de N. phaseoli, M. phaseolina, D. longicolla e S.
sclerotiorum, observou-se potencial na competicido por espago e nutrientes,
micoparasitismo e antibiose por compostos orgénicos volateis, porém com a
metodologia escolhida ndo houve antibiose utilizando os metabdlitos filtrados dos
isolados.

Estudos mostraram o potencial dos isolados como potenciais solubilizadoras
de fosforo e potassio in vitro, além de incrementar a presenga dos nutrientes na seiva
da planta pelo método do Nir.

Os isolados do antagonista também se mostraram eficientes no aumento de
gliceolina em cotilédones tratados, e ativando as rotas de defesa da quitinase, e § 1,3
glucanase. Além de promover o crescimento em plantas de soja tratadas com os
isolados. Nao havendo, porém, incremento no teste de germinacéo in vitro.

O trabalho deve avancar testando diferentes formulagcdes dos isolados de T.
koningiopsis para aplicagdo em plantas de soja a campo, verificando seu potencial

fora do ambiente controlado.
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