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EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE TRICHODERMA ASPERELLUM PARA
CONTROLE DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

EFFECT OF DIFFERENT DOSES OF TRICHODERMA ASPERELLUM TO CONTROL
SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

CASTRO, Erick Fernando?
VERLINDO, Andricia?

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo de diferentes doses de
Trichoderma asperellum, como agente de controle biolégico de Sclerotinia
sclerotiorum (mofo-branco), avaliando sua acdo sobre os esclerédios (estrutura de
resisténcia do patdgeno). Os esclerdédios foram coletados de areas com histérico de
perdas de producdo por mofo-branco e analisadas em laboratério para avaliagdo de
viabilidade, submetidas posteriormente aos tratamentos e andlises visuais e
estatistica dos resultados. Os quais apresentaram diferenca estatistica apenas em
relacdo a testemunha, ndo diferindo assim entre as diferentes doses do agente de
controle biologico. Por outro lado, as analises visuais demonstraram diferencas entre
0os tratamentos, sendo elas em relacdo a formacdo de apotécios pelo fungo
fitopatdgenico e pela colonizacao dos esclerddios pelo agente de controle biolégico T.
asperellum, demonstrando a melhor eficacia na reducdo da fonte de in6culo com
aplicacao da dose recomendada do produto comercial.

Palavras-chave: Manejo. Soja. Feijao. Controle biolégico.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the action of different doses of Trichoderma asperellum,
as a biological control agent for Sclerotinia sclerotiorum (white mold), evaluating its
action on sclerotia (pathogen resistance structure). The sclerotia were collected from
areas with a history of loss of production due to white mold and analyzed in the
laboratory for viability assessment, later submitted to treatments and visual and statistical
analysis of the results. Which showed statistical difference only in relation to the control, thus
not differing between the different doses of the biological control agent. On the other hand,
visual analyzes showed differences between treatments, namely in relation to the formation of
apothecia by the phytopathogenic fungus and by the colonization of sclerotia by the biological
control agent T. asperellum, demonstrating the best effectiveness in reducing the inoculum
source with application of the recommended dose of the commercial product.

1 Engenharia Agronémica, 10° periodo, na Faculdade de Ensino Superior do Centro do Parana- UCP.
2 Doutora em Producgédo Vegetal, Professora do curso de Engenharia Agrondmica, na Faculdade de
Ensino Superior do Centro do Parana- UCP.
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1. INTRODUCAO

Atualmente na agricultura brasileira, a soja € uma das culturas que mais se
destaca no cenario nacional, sendo na atualidade segundo dados da CONAB
(Levantamento de 05/2021) o maior produtor mundial do grdo com aproximadamente
135,409 milhdes de toneladas. Porém, para que se mantenha nesse cenario muitas
dificuldades estdo sendo encontradas, sendo uma das principais 0 aumento da
incidéncia de doencas na cultura, favorecido principalmente pelo aumento da area
cultivada e utilizacdo de sistema de monocultura, que favorece a presenca do
patdgeno na area, outro fator importante esta relacionado com a ma utilizacdo de
produtos quimicos, que vem gerando resisténcia dos fungos aos agentes quimicos
(CRUCIOL; COSTA,; 2017).

Entre as doencas que mais tem causado danos se destaca o mofo-branco,
causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, o patégeno sobrevive no solo através de
estruturas de resisténcia chamadas de esclerdédios e também pela infeccdo em
plantas hospedeiras, as quais sédo registradas mais de 400 espécies, entre elas
plantas de importancia econdmica como feijdo, algodao, girassol e soja (GORGEN,
2009).

Muito se discute, sobre a dificuldade de tomadas de medidas de controle, visto
que a instalacdo da doenca ocorre ja nos estadios reprodutivos da cultura, momento
em que a estrutura da planta ja esta desenvolvida e com fechamento de rua superior
a 90%, assim mesmo com fungicidas especificos para controle, se torna dificil atingir
o alvo. Umas das estratégias que vem sendo utilizadas para reducédo da fonte de
in6bculo do mofo-branco, sdo os agentes de controle biolégico, mais
especificadamente a base de Trichoderma spp. (MEYER et al., 2019).

O género Trichoderma é um fungo natural de solo, utilizado como agente de
biocontrole para controle de S. sclerotiorum, além de outros fitopatdgenos. Pesquisas
comprovam que diferentes espécies de Trichoderma spp. atuam como antagonista da
S. sclerotiorum, promovendo reducgéo da fonte de indculo por meio do parasitismo dos
esclerédios, por meio da liberagcédo de enzimas que degradam a parede celular dessa

estrutura de resisténcia do patégeno (SILVA et al., 2015).



O presente trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de diferentes doses de
Trichoderma asperellum isolado URM 5911, no controle do mofo-branco, sendo
utilizado como parametros o crescimento micelial dos esclerédios, comparados

estatisticamente entre si, e também através de analises visuais

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no municipio de Céndido de Abreu (PR) e
também na Faculdade de Ensino Superior do Centro do Parana (UCP), Campus de
Pitanga (PR) no periodo de junho a outubro de 2021.

Foram realizadas coletas de solos em cinco areas produtoras de soja e feijao
no municipio de Candido de Abreu/PR, estas apresentando historico recorrente de
perdas de produtividade por ataque de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), estas
devidamente referenciadas (Tabela 1). Em cada area foram realizadas sete
amostragens de solo, totalizando ao final trinta e cinco amostras, cada uma contendo
aproximadamente 5 kg, com area de 0,0625 m2 (25 cm x 25 cm) x 0,05 m de
profundidade, as amostras foram coletadas ao acaso, com auxilio de um gabarito de

madeira, lancado sobre a area de estudo.

Tabela 1 - Pontos de coleta de amostras de solo para analise da presenca de mofo
branco no municipio de Candido de Abreu-PR.

Produtor Coordenadas Altitude (m)
Area 1 24°41'09"S 51°18'42"0 970
Area 2 24°40'50"S 51°18'42"0O 1000
Area 3 24°39'22"S 51°13'24"0 740
Area 4 24°41'06"S 51°16'29"0 970
Area 5 24°40'31"S 51°16'49"0O 960

Os materiais coletados foram previamente secos e peneirados por peneira de
malha 6 MPL (malha por polegada linear), posteriormente a esse procedimento o
material de cada peneira foram dispostos sobre uma bancada bem iluminada para
catacdo manual dos esclerédios com auxilio de uma pinca. Posteriormente as anélises

realizadas sobre a presenca da fonte de inOculo de S. sclerotiorum nas amostras 0s



esclerédios foram quantificados e separados em relacdo ao seu tamanho, sendo estes
subdivididos em diametro maior que a peneira 6 MPL e diametro menor que a peneira

6 MPL, além da descricdo da média total de esclerddios por area (tabela 2).

Tabela 2 - Quantificacdo do niumero de esclerddios presentes em cada area de estudo
no municipio de Candido de Abreu, safra 2021/2022.

Produtor Peneira6 MPL < Peneira 6 MPL Média
Area 1 5,86 42,57 48,43
Area 2 0,43 4,14 4,57
Area 3 2,00 27,29 29,29
Area 4 26,00 412,86 438,86
Area 5 0,29 8,14 8,43

ApGs a mensuracao essas estruturas foram encaminhadas para o Laboratorio
de Fitopatologia da Faculdade de Ensino Superior do Centro do Parana (UCP) em
Pitanga (PR), para analise de viabilidade da mesma.

Em laboratério as andlises tiveram inicio no dia 21 de outubro de 2021, no qual
foram preparados o meio de cultura o batata-dextrose-agar (BDA). Para esse
procedimento foram utilizados 30g de BDA acrescido de um litro de agua destilada
previamente aquecida, a solucdo foi autoclavadas por um periodo de 20 mim e
disposta em 20 placas de Petri previamente preparadas.

O delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Para avaliacdo da viabilidade dos esclerédios e também do agente
de biocontrole, foram preparados quatro tratamentos, cada um apresentando cinco
repeticdes e quatro esclerédios em cada parcela, dispostos a um centimetro da borda
da placa e distanciados uniformemente entre si. Os tratamentos utilizados foram o
primeiro com a inoculacdo apenas do esclerédio de S. sclerotiorum e outros trés
tratamentos contendo essa estrutura de resisténcia submetida a inoculagéo pelo fungo
agente de biocontrole Trichoderma asperellum, isolado URM 5911, sendo utilizado
para avaliacdo a dose recomendada do produto comercial, uma subdose e uma
superdose, respectivamente 100 g hat, 50 g ha* e 200 g ha™?.

Posteriormente no dia 22 de outubro de 2021, foram feitas as inoculagdes dos
materiais, em laboratério os esclerédios foram submetidos a assepsia em alcool 70%
por um minuto, e também a uma solugcéo agua destilada e esterilizada por mais um

minuto para hidratacdo, em seguida os esclerédios foram transferidos para placa de



Petri previamente preparada contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
onde receberam a aplicacdo do Trichoderma com auxilio de um borrifador simulando
uma aplicacdo de campo com volume de calda conhecido, posteriormente
acondicionados em estufa incubadora, a 25 °C, no escuro por um periodo de
dezesseis dias.

As avaliacbes dos resultados foram feitas através de andlises visuais,
constatando a germinacao dos esclerédios, sendo elas miceliogénica com a formacéo
de hifas (Grafico 1) ou através da germinacao carpogénica (Grafico 2), dando origem
aos apotécios, além disso também foram avaliados o crescimento micelial em horas
(mm.h71), utilizando a formula adaptada de Lilly e Barnett (1951), a qual com auxilio
de um paquimetro digital foram realizadas medicGes em dois sentidos sobre o
esclerodio, levando sempre em consideracdo o mesmo sentido das medicdes
previamente marcadas no fundo de cada placa. Para identificacdo de cada esclerédio
dentro de cada placa as medi¢des foram tomadas sempre da marcacéo feita na placa,
seguindo sempre no sentido horario.

As avaliacBes foram realizadas em um periodo de dezesseis dias, totalizando oito
coletas de dados.

Aplicadas na formula:

Taxa de crescimento = (C2 — C1)
(T2-T1)

Onde: C1 corresponde a penultima medicao e C2 a ultima medicdo, sendo assim,
a diferenca entre cada avaliacdo. T1 corresponde a penultima medicdo e T2 a ultima
medicdo, sendo assim, a diferenca entre cada avaliacdo. Resultando assim no
crescimento micelial em milimetros hora (mm.h1).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando significativas
as diferencas entre as meédias, esses foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As analises foram realizadas com auxilio do software estatistico
SISVAR 5.8 (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



A partir das variaveis analisadas visualmente se destaca a diferenca visual entre
cada tratamento, sendo constatado no tratamento contendo apenas esclerodios de
S. sclerotiorum um grande desenvolvimento do fungo fitopatogénico tanto da forma
carpogénica, quanto miceliogénica, sendo possivel visualizar a formacédo dos
micélios, e até mesmo a formagdo de apotécios e o0sporos, estrutura de

disseminagé&o dos esporos do fungo (Imagem 1).

Imagem 1: Microscopia da hifas e odsporos de Sclerotinia sclerotiorum (A), Placa de

Petri contendo esclerddios de S. sclerotiorum (B).

Fonte: CASTRO,2021

Ja nos tratamentos que foram utilizados o agente de biocontrole, as avaliagbes
em relacdo ao tratamento com dose recomendada do produto comercial
apresentaram baixa formacdo micelial, ndo sendo constatado formacgédo de
apotécios e colonizagéao total por Trichoderma em 25% dos esclerédios (Imagem 2),
colonizacgéo parcial em 60% dos esclerédios e 15% néo apresentando formacao do

fungo de controle bioldgico.



Imagem 2: Colonizacao total do esclerddio por T. asperellum (A) Microscopia das
hifas de T. asperellum (B).

Fonte: CASTRO,2021

Em relacdo ao tratamento com metade da dose recomendada do produto
comercial, apresentaram baixa formacdo de micélios, porém alguns apresentando
hifas mais desenvolvidas e com formacéo apotécios e o6sporos (imagem 3) em 20%
das amostras, quanto a colonizagdo por Trichoderma, sua colonizacéo total dos
esclerédios foi observada em 15% das amostras, colonizacdo parcial em 40% da
amostra e o restante 45% néo apresentando formacao do fungo T. asperellum.

Imagem 3: Germinagdo do esclerodio em laboratério (A) Constatacdo da
germinacao do esclerddio a nivel de campo (B).

2

Fonte: CASTRO,2021



Por fim, os tratamentos que receberam uma superdose de T. asperellum,
também apresentaram baixa formacao micelial, porém apresentando maior taxa de
desenvolvimento de apotécios, correspondendo a 40% das amostras quanto ao
desenvolvimento do Trichoderma, este foi total em 10% das amostras, parcial em

40% das amostras e com 50% das amostras sem a presenca do fungo antagonista.

Imagem 4: Placa de Petri contendo esclerddios de S. sclerotiorum (A), Placa de Petri
contendo esclerédios de S. sclerotiorum submetidos ao tratamento com 100g ha! (B),
Placa de Petri contendo esclerodios de S. sclerotiorum submetidos ao tratamento com

50g ha (C), Placa de Petri contendo esclerddios de S. sclerotiorum submetidos ao

tratamento com 200g hat (D).

Fonte: CASTRO,2021

Em sintese, as analises visuais apresentaram diferenca entre si,
representando assim a viabilidade dos esclerddios coletados e a acdo das
diferentes doses do produto aplicado, em tese com a dosagem recomendada
proporcionando melhor cobertura em relagdo a subdose e a agdo de uma

superpopulacédo de Trichoderma apresentando menos cobertura.

Gréfico 1. Percentual de germinacdo miceliogénica de S. sclerotiorum durante cada
coleta realizada. Candido de Abreu - PR, safra 2021/2022.
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Gréfico 2. Percentual de germinacao carpogénica de S. sclerotiorum durante cada
periodo de coleta. Candido de Abreu - PR, safra 2021/2022.
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Por outro lado, quanto as medic¢oes feitas no decorrer do estudo, levando em
consideracéo a formula adaptada de Lilly e Barnett (1951) que avalia o crescimento
micelial, os dados levantados demostram que ndo ouve diferenca estatistica entre
os tratamentos com a aplicacdo de Trichoderma, apresentando diferenca apenas
em relacao ao tratamento com auséncia do fungo antagonista (Grafico 3).

Neste contesto, pode se constatar que diferentes doses de T. asperellum
reduzem estatisticamente a germinacdo do patdgeno, promovendo reducdo da
formacao de micélios e também a formacéo de novas fontes de inéculo. O que foi
constatado também por SILVA et al. (2015) em um de seus trabalhos, comprovando



assim a eficiéncia desse agente de biocontrole e também a confiabilidade dos
resultados.

Grafico 3. Andlise estatisticas entre as diferentes doses de T. asperellum para
controle de S. sclerotiorum. Candido de Abreu - PR, safra 2021/2022.
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*Taxa de crescimento micelial (mm.h-1) de Sclerotinia sclerotiorum. Barras com a mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Candido de

Abreu - PR, safra 2021/2022.

Gréfico 4. Percentual de crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum durante

o periodo de estudo. Considerando tratamento 1 apenas os esclerédios do
fitopatbgeno e tratamentos 2,3 e 4 as avaliagbes contendo o agente de
biocontrole, nas doses recomendada, subdose e superdose, respectivamente.
Céandido de abreu-PR, Safra 2021/2022.
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O fungo Sclerotinia sclerotiorum (lib.) Bary é uma doenca de importancia
mundial, afetando diversas culturas de importancia comercial, entre elas a soja
(Glycine max), causando perdas significativas de produtividade. O patdgeno € um
fungo de solo que sobrevive no solo através da infeccao de plantas hospedeiras, e
também através de estruturas de resisténcia denominadas de esclerddios os quais
podem permanecer viaveis no solo por um periodo de até 12 anos (MEYER et al.,
2019, GABARDO 2020).

A reducdo dessa fonte de inéculo é atualmente um dos principais fatores a
serem avaliados para que se tenha um controle mais efetivo do mofo-branco,
buscando nesse sentido diminuir a formacdo de apotécios e dispersdo de
ascosporos para formagédo de novos esclerodios (GORGEN et al., 2010).

Segundo Silva et.al (2017) os fungos do género Trichoderma, sdo eficientes
agentes de controle biolégico, tendo acdo antagonista a fitopatégenos, entre eles o
mofo-branco, atuando por meio do parasitismo dos esclerédios e também por sua
acao de antibiose e/ou competicdo. O parasitismo é uma relacdo de antagonismo
entre dois organismos, em que ocorre a degradacdo das estruturas de um
organismo para nutricdo de outro, neste caso os esclerodios de S. sclerotiorum sdo
reduzidos pela liberacdo de enzimas liticas por T. asperellum.

O género Trichoderma spp. além de promover o parasitismo das estruturas de
resisténcia do mofo-branco, também atua na producdo de metabolitos toxicos
volateis, que atuam em condi¢Ges de laboratério na inibicdo da germinacao dos
fitopatogenos (GABARDO, 2020).



Segundo Silva et.al (2015) diferentes espécies de Trichoderma sao eficientes
na colonizacgao e reducéo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. Confirmando

0s resultados obtidos nesse experimento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo as areas de estudo foram observadas altas densidades de
esclerddios de S. sclerotiorum, visto que a presenca de apenas um esclerodio viavel
a cada cinco metros quadrado ja € o suficiente para causar uma epidemia severa
da doenca.

Por outro enfoque, quanto aos tratamentos com Trichoderma asperellum se
pode constatar que todos os trés tratamentos nao diferiram estatisticamente entre
si, apresentando comprovacao da eficiéncia do agente de biocontrole mesmo em
baixas dosagens e até mesmo em doses mais elevadas.

Por fim, em relacdo as analises visuais, 0s tratamentos contendo o agente de
biocontrole, em todas as observagdes apresentaram reducdo do desenvolvimento
do fungo, quando comparados ao tratamento apenas com o fungo fitopatdégeno,
porém apresentando melhor colonizacdo por Trichoderma o tratamento contendo a
dose recomendada, seguido pela subdose e com menor desenvolvimento no

tratamento contendo uma superdose do agente de controle biolégico.
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