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COMPATIBILIDADE DE Trichoderma sppA PRINCIPIOS ATIVOS DE
FUNGICIDAS COMERCIAIS APLICADOS NA CULTURA DO FEIJA 0!
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RESUMO

O uso de fungicidas representa um dos principai®doé de controle de
doencas em plantas, entretanto, o uso de produfosaps causa impactos no meio
ambiente e na salde humana. O uso do controlaadi@ uma alternativa ao uso
desses produtos. A implementacdo dessa praticarregidado, ja que os agentes de
controle bioldgico podem ser afetados pelos pradufpimicos. O trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito mhncipios ativos captana,
carbendazim, fluazinam, iprodiona e tiofanato nuetisobre o fungo antagonista,
Trichoderma spp. {richoderma harzianumrH11, Trichoderma viride TV21 e
Trichodermasp. T04, T16 e T20). Foram analisados os parametrescimento
vegetativo, esporulacdo, confronto direto, produgi® metabdlitos volateis,
producdo de enzimas e sider6foros em meio de aukuplementado com cada
principio ativo. Os principios ativos carbendaZilmazinam e iprodione mostraram-
se muito toxicos aos isolados testados, em todasraentracdes. O principio ativo
captana mostrou-se moderadamente téxico ao isdl@diee toxico ao isolado TV21
na concentracdo 120 g/L. Para os demais isoladosneentracdes captana foi
compativel. O principio ativo tiofanato metilicartaém foi compativel em todas as
concentracdes para os isolados T04, T16, T20 e TXZbncentracdo de 2800 g/kg
desse principio ativo foi moderadamente toxica smlado TH11l. As demais
concentragbes de tiofanato metilico foram compiticem esse isolado. Néo é
possivel definir o efeito de captana, carbendafinazinam e iprodiona sobre o
confronto direto dos isolados testados e o patdggndiofanato metilico nao
interfere na acdo dos isolados. A producédo de raktad volateis é afetada pelos
principios ativos captana, carbendazim, iprodionatiodanato metilico. Com
fluazinam, o desenvolvimento do patdégeno foi matemido a acdo dos metabdlitos
volateis, entretanto ndo é possivel definir seé &sinérgica ou apenas provocada
pelo produto quimico. Todos os isolados produziemimas e sideroforos. Os
principios ativos impediram a deteccdo da prodwgE@nzimas. Captana inibiu a
producdo de sideroforos. Dessa forma, é necessanealizacdo de testes de
compatibilidade entre principios ativos e agengsahtrole biolodgico antes de sua
aplicacdo no campo para controle integrado de @setie plantas.
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COMPATIBILITY OF Trichodermaspp.TO ACTIVE INGREDIENTS OF
COMMERCIAL FUNGICIDES APPLIED IN BEAN CULTURE 2
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ABSTRACT

The use of fungicides is one of the main methodplant disease control,
however, these chemicals cause impacts on theommvent and on human health.
The use of integrated control is an alternativeh®e use of these products. The
implementation of this practice requires cautiorthesbiological control agents can
be affected by the chemical products. The aim o tork was to evaluate the
effects of active ingredients captan, carbendazflmazinam, iprodione and
thiophanate-methyl on Trichoderma spp. isolates Trichoderma harzianum
TH11, Trichoderma virideTV21 andTrichodermasp. TO4, T16 and T20). Samples
were analyzed for vegetative growth, sporulatiomgad confrontation, volatiles
metabolites production, enzymes and siderophoredugtion in culture medium
supplemented with each active ingredient. The aciingredients carbendazim,
fluazinam and iprodione were very toxic to isoladésll concentrations. The active
ingredient captan was moderately toxic to TO4 axictto TV21 isolates in 120 g/L
of concentration. For other isolates and captarceainations was compatible. The
active ingredient thiophanate-methyl was also cdibjgaat all concentrations for
isolates TO4, T16, T20 and TV21. The concentrabbr2800 g/kg of this active
ingredientc was moderately toxic to TH11l. The renim concentrations of
thiophanate-methyl was compatible with this isald@@@an not define the effect of
captan, carbendazim, iprodione and fluazinam iaatlirconfrontation of the isolates
and pathogens, just tiophanate-methyl does nottaffee action of isolates. The
prodution of volatiles metabolites is affected ke tactive ingredients captan,
carbendazim, iprodione and thiophanate-methyl. \Withzinam, the development of
the pathogen was reduced by the action of volatikesabolites, however is not
possible to define if the action is synergistic roerely caused by the chemical
product. All isolates produced enzymes and sidesmgsh The ingredient actives
prevented the enzyme production detection. Captdmbited the siderophores
production. Thus, with this work it was possibleverify the need of compatibility
tests between active ingredients and biological trobnagents before their
implementation at the field level for the integdht®ntrol of plant diseases.

2 Master of Science dissertation in Agronomy, Fdade de Agronomia, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSziBrd 04p.) March, 2010.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum Rhaseolus vulgarid..) tem especial importancia no
Brasil, ndo somente pelo pais ser o maior produtmmsumidor mundial, com cerca
de 3 milhdes de toneladas produzidas em aproximeat@m milhdes de hectares
cultivados, mas também por ser um dos principamsesitos protéicos na dieta do
brasileiro. O feijoeiro comum € uma planta exigesite nutrientes, muito sensivel a
fatores climéticos extremos como alta ou baixa aueddo solo, alta ou baixa
temperatura do ar, além de ser conhecido comoaplanito suscetivel a pragas e
doencas. A propria arquitetura da planta € defieiertem, por exemplo, um sistema
radicular limitado. Pesquisas realizadas nos UHianwos, em especial sobre manejo
de cultura e melhoramento, projetaram o feijdo cama cultura economicamente
viavel, cultivada em extensas areas na época sgcaspecial quando se aplica alta
tecnologia como cultivares melhoradas, preparo watbm do solo, controle efetivo
de ervas daninhas, doencas e pragas e técnicazmdaarde irrigacao.

A ocorréncia de doencas é uma das principais cadaaseducdo da
produtividade do feijoeiro. Essas doencas podendsearigem fungica, bacteriana,
virética, assim como as incitadas por nematdidesreEas principais doencas
fungicas, encontra-se a mancha angular, a ant@caoerrugem, o oidio, o mofo

branco, as podriddes radiculares de fusarium @ctonia, a murcha de fusarium, a

podridao do colo e, mais recentemente, 0 carvasaena.



Culturalmente, o controle quimico € o mais empregahtra patdbgenos e 0s
fungicidas s6 perdem em vendas para os herbicidasespondendo a US$
1.089,522 no Brasil. Sdo classificados como fudggi os produtos quimicos
capazes de prevenir ou controlar a infeccdo deldedie plantas vivas por fungos
fitopatogénicos. Esses produtos atuam matandoifidag), inibindo a germinacao
ou crescimento (fungistaticos) ou inibindo a fora@cle esporos (antiesporulantes)
nos fungos. O Sistema de Agrotéxicos Fitossangadim Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) apresenta 154 tregisle fungicidas com uso
aprovado nas lavouras de feijdo e um fungicida abiotdgico a base de
Trichoderma harzianunpara o controle d&usarium oxysporuni.sp. phaseolie
Rhizoctonia solani

O controle biologico de doencas, como pratica cor@kgré mais recente em
relacdo ao controle quimico, e vem demonstrandiéattia para diversos tipos de
patogenosTrichodermaspp. é bastante estudado em controle biolégidaganista
de patdégenos de solo inclusive daqueles que foresamturas de resisténcia dificeis
de serem atacadas por antagonistas, como os eloted&Sclerotinia sclerotiorum

A utilizacdo de préticas de controle integradoawis da associacdo de
fungicidas e fungos de acéo antagonista € um métichr e seguro. O emprego de
produtos quimicos e biolégicos na cultura vem sartiiazado, entretanto, a falta de
informacBes sobre as formas de aplicacdo e as mivacées dos principios ativos
nos produtos comerciais dificulta a eficiéncia dontmle integrado. Alguns
fungicidas podem afetar o crescimento vegetativeiahilidade e a conidiogénese
dos fungos antagonistas, alterando 0s mecanismosacde ou mesmo sua

composicao genética, inviabilizando essa praticaamirole de fitopatdgenos.



Dessa forma, o sucesso da utilizacdo de espécidgidedermapara o
controle biolégico, associadas aos produtos utibzano controle quimico, requer a
existéncia de compatibilidade entre o agente bimcmdor e o produto quimico
utilizado. Nesse sentido, faz-se necessario uméaeiia da compatibilidade de
Trichodermaspp. e principios ativos de fungicidas comercipiscados na cultura
do feijao no Brasil.

O estado de Goias tem destaque nacional na prodiectiao. O cultivo do
feijdo estd presente em varios municipios goiardsssa regido vem sendo
implantado o controle integrado, principalmente apar controle deFusarium
oxysporumf.sp. phaseolj patdgeno com maior incidéncia na regido. Assim, a
presente pesquisa objetiva avaliar o efeito decfmios ativos de fungicidas
comerciais registrados para a cultura do feijdocamacteristicas e mecanismos de

acao do fungo antagonisifirjchodermaspp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Controle biolégico de doencas de plantas

Baker & Cook (1983) definem controle biolégico camiéd reducdo da
densidade de inoculo ou das atividades determisalateloenca, esta provocada por
um patodgeno ou parasita nos seus estados de devadadorméncia, por um ou mais
organismos, realizada naturalmente ou através daipolacdo do ambiente,
hospedeiro ou antagonista, ou pela introducdo enssanade um ou mais
antagonistas”.

O controle biolégico, ou biocontrole, pode ser af@o através de praticas
de manejo para favorecer antagonistas nativos avéstr da introducdo de
microrganismos selecionados. A utilizacdo de am@tms pode aumentar a
eficiéncia do controle, reduzir a quantidade denlsf/os agricolas utilizados, e, por
consequéncia, reduzir o custo final de producdoerRoo sucesso do biocontrole
depende da natureza das propriedades antagonistas mecanismos de acéo do
hiperparasita (Melo, 1998). A eficiéncia do corgrbiologico pode ser demonstrada
através de iniUmeras pesquisas, envolvendo o ubadaiérias, fungos e virus, como
patdgenos controlados pelos antagonistas. Taisuigesqapresentam resultados
satisfatorios na grande maioria, como por exempé#,reducdo de fusariose em
plantas de pimenta-do-reino com bactérias endaditi@enchimolet al, 2000),

controle deRalstonia solanecearumm tomateiros com isolados de estreptomicetos



(Gavaet al, 2002), estirpes dBacillus thuringiensisio controle de insetos (Praca,
2004).

Um dos mais promissores agentes de biocontrolerdgo$ fitopatogénicos é
o fungo Trichodermasp.. Segundo Melo (1998), espécies do géneidhoderma
sao eficientes no controle de agentes causadordifedentes grupos de doencas em
plantas comoRhizoctonia solaniPythium(tombamento de plantulag}hizoctonia
Pythium Sclerotium Phytophthora Thielaviopsis Sclerotinia Gaeumannomyces
(podriddes de sementes, raizes e caulég)sarium Verticilium (murchas
vasculares);Cercospora Alternaria, Curvularia, Ventura (manchas e queimas
foliares); Nectria (cancros do caule)Botrytis Monilinia, Mucor, Penicilium
Rhizopus(podriddes de frutos) életerobasidium Chondrosterem(declinios de

arvores).

2.1.1Trichodermasp.

O fungoTrichodermasp. corresponde a fase anamorfica do géHgpmcrea
que pertence ao filo Ascomycota (Agrios, 1997). éspécies deTrichoderma
geralmente sdo encontradas como componentes daflor@rem quase todos os
tipos de solos, especialmente os organicos, irtduia camada de humus das
florestas, solos agricolas no campo e em pomacekenk viver saprofiticamente ou
parasitando outros fungos (Roigaral, 1991). Esse fungo tem como caracteristica
morfolégica um micélio, inicialmente de coloracdarra e de crescimento rapido.
Com o desenvolvimento, 0 mesmo torna-se cotonasmrgacto com tufos verdes
escuro, devido a coloragdo e a quantidade de osni@is conidios sdo unicelulares,
de forma subglobosa, ovéide, elipséide ou eliptitiodrica, com textura lisa ou

rugosa e coloragdo hialina para verde-amareladveatie-escuro, sendo a ultima



mais comum. Tem uma forma de esfera, no apiceidatet. As fialides tém forma

de cantil com o centro dilatado e o apice afilagtitarias ou em grupos, hialinos,
formando um angulo com os conidiéforos. Os conadigg sdo muito ramificados,

solitarios ou em tufos compactos, geralmente emmdty conico ou piramidal.

Normalmente mostram-se eretos, formando um angtdocom a hifa vegetativa. As
areas conidiais apresentam-se em forma de faixafntricas de coloracao verde
(Melo, 1991).

Trichoderma sp. € um micoparasita necrotrofico eficaz no comtrde
inimeros fungos fitopatogénicos, incluindo aquedem estruturas de resisténcia
consideradas dificeis de serem atacadas por m&rnsgos. Sucesso maior tem sido
demonstrado com o uso de espéciesTdehodermapara controle de patégenos
presentes no solo, comdRhizoctonia solani Sclerotium rolfsii Sclerotinia
sclerotiorum Fusariumsp. ePythiumsp. (Laranjeirat al, 1996).

Reiset al (1995) selecionaram isolados @echodermasp. para o controle
de Fusarium oxysporuni.sp. phaseolie avaliaram o potencial de 41 isolados de
Trichodermasp., aplicados na forma de po biolégico em satunal, para o
controle da murcha do feijoeiro. Como resultads isdlados ddrichodermasp.
(TN-31, TN63, TN-10) apresentaram reducao de a% 8& severidade da doenca,
mostrando-se mais eficientes do que o fungicidamé@mo tratamento de sementes.
Apés a realizacdo dos experimentos, procedeu-derdificacdo dos isolados mais
promissores para o biocontrole, sendo TN-63 ideatib comoT. viride e TN-31
comoT. aureoviride O mesmo procedimento foi seguido por Etbiual (2001), que
testaram doze isolados dechodermaspp. e selecionaram trés isolados com maior
potencial antagonico sobreSclerotinia sclerotiorum Lucon et al (2009)

selecionaram e identificaram isolados deachoderma sp. para o controle de



Rhizoctonia solanha producdo de mudas de pepinos. De 490 isoladtedbs por
esses autores, 12 foram selecionados, pois proparam mais de 85% de reducao
na doenca em casa de vegetacdo. Os isolados pooesissram identificados como
Trichoderma hamatuniiB08, IB30, IB60), Trichoderma harzianun(iB34, IB35),
Trichoderma atroviride(IB13), Trichoderma spiralg(IB16, 1B24) e Trichoderma
asperellum(IB44). Trés dos isolados testados ndo puderamdaetificados.

Além de patdgenos presentes no solo, diversositi@Em documentado o
parasitismo deTrichoderma sp. a uma vasta gama de fungos fitopatogénicos
(Armillaria sp., Colletotrichum sp., Verticillum sp., Venturia sp., Endothia sp.,
Phytophthorasp., Rhizopussp., Diaporthe sp., Fusicladiumsp., Botrytis sp., Poria
monticolg Stereum purpureum(Melo, 1998). Entre os patdégenos estudados com
potencial de controle cofrichodermasp., encontra-se o causador da mancha preta
do citros, Guignardia citricarpa Rodrigues (2006) sugere a utilizacdo de
Trichodermasp. no controle da doenca, ja que os isoladdSudgnardia citricarpa
mostraram resisténcia a carbendazim. Quando 9@&ds®ldo antagonista foram
testados, obteve-se resultado semelhante ao emdontpara o fungicida
piraclostrobina (0,5; 1 e 2 mg i.a. /mL), que aigda melhor forma de controle da

doenca.

2.1.2 InteragBes entrarichodermasp. e fitopatdgenos

Estudos indicam que as interacbes microbianas npodpresentar carater
neutro, benéfico ou detrimental (Bettiol, 1991),s& elas que determinam o
equilibrio ecolbgico entre determinados microrgawtis em um habitat (Henis &
Chet, 1975). As interacdes envolvidas no contratdobico de fitopatdbgenos séo

determinadas pelos mecanismos que 0 agente deoleod&senvolve para atuar



como antagonista. Esses mecanismos podem ser ddisicBm competicdo por
nutrientes, antibiose, micoparasitismo, competéngzsférica e inducdo de
resisténcia na planta (Papavizas, 1985; Melo, 18fiyell, 2003; Benitezt al.,
2004). O conhecimento da natureza desses mecanigmdsterminante para
potencializar o controle biologico de doencas eamfals (Blakeman, 1985).

O mecanismo de competicdo pode ser entendido camteracdo entre dois
ou mais organismos empenhados em uma mesma agéo, @escer e buscar
nutrientes. A escassez de nutrientes € a causa coaisim para a morte de
microrganismos, sendo a competicdo por nutrientea oaracteristica importante
para o controle biologico de fitopatdgenos (Chketal, 1997). Muitos fungos
filamentosos capturam ferro e, quando este € paisonivel, podem excretar
compostos de baixo peso molecular como, por exeroglgideroforos (Eisendit
al.,, 2004). Algumas espécies derichoderma sdo eficientes produtores de
sideroforos que capturam o ferro do ambiente, jpafibilizando o uso deste por
outros fungos (Chet & Inbar, 1994).

Segarraet al (2009) comprovou que o isolado T34 deichoderma
asperellumatua no controle de murcha de fusarium em tonted®és da producéo
de sideréforos, reduzindo também a toxicidade ddlfFea planta. A producéo de
sider6foros também foi relatada por Guimardes (ROQfara o isolado de
Trichoderma koningji apresentando intensa coloracdo amarelo-avernzelead
meio de cultura.

O mecanismo referente a producdo de metabdlitoRimgitos, conhecido
como antibiose, pode ser definido como a interagédi® microrganismos na qual um
ou mais metabdlitos de baixo peso molecular sdduzidos por um dos organismos

e tém efeito danoso sobre o outro (Bettiol, 198%kes metabdlitos podem atuar na



inibicdo do crescimento ou germinacdo e também igal pelular pela inibicdo das
atividades do microrganismo, podendo ser letaista. duitas espécies do género
Trichodermaproduzem metabalitos toxicos ndo volateis que iraped crescimento

de muitos fitopatdgenos. Dentre esses destacamasel@ harzianico, alameticinas,
tricholinas, peptaibo] 6-pentila-pirona, massoilactona, viridina, gliovirina,
glisopreninas, acido heptelidico, entre outros (#enet al, 2004). Em geral,
isolados deTrichoderma virenseficientes como biocontroladores, sdo capazes de
produzir gliovirina (Harman, 2000).

Vinale et al (2008) avaliaram a producdo de metabdlitos seunioxl de
Trichoderma harzianunT22, T39) eTrichoderma atroviridg(A6). A producédo de
6PP  (6-pentil-pirona), T39butenolida, harzianopiridona, anthmaqgoa,
harzianolida e T22azaphilona. Com excecdo de 6BP¢ompostos mostraram
diferentes niveis de antibiose sobre os patég&smsimannomyces gramminiar.
tritici, Rhizoctonia solanie Pythium ultimum Em casa de vegetacdo, o0s
pesquisadores observaram reducdo na severidade odacad causada por
Leptosphaeria maculansm Brassica napusquando as plantas foram tratadas com
os isolados testados. A maior reducdo na severidadgoenca ocorre quando ha
maior producdo de harzianopiridona, anthraquinorereianolida. O trabalho de
Reinoet al (2008) apresenta uma ampla revisdo sobre a piodde metabdlitos
secundérios poFrichodermasp.

A antibiose também esta relacionada com a proddeaoetabdlitos volateis.
Dennis & Webster (1971a, b, ¢) demonstraram qukadss deTrichodermaspp.
foram capazes de produzir metabdlitos volateiscevodateis, com efeito inibitério
sobre o crescimento de varios fungos. Entre oabmétos volateis h4 gases, como:

etileno e cianeto de hidrogénio (Campbell, 198@gtaldeido, acetona, etanol e
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diéxido de carbono (Tamimi & Hutchinson, 1975), qafetam o crescimento
microbiano.

O mecanismo de producédo de enzimas hidroliticapdate de um processo
chamado parasitismo, que € caracterizado comod@nemo de um microrganismo
parasitar o outro (Bettiol, 1991). Para fungos, iooparasitismo apresenta-se como
um processo complexo que envolve uma sequénciavdatos, incluindo o
reconhecimento, ataque, penetracéo e posterioerdorhospedeiro (Harmaat al.,
2004). Espécies dé@érichodermapodem exercer o biocontrole parasitando varios
fungos fitopatogénicos. Esse mecanismo € realizagla presenca de enzimas
hidroliticas como as quitinases, glucanases e gsete que degradam a parede
celular (Harmaret al, 2004). Em uma relacdo de micoparasitismo ocqrigon
parte do agente biocontrolador, modificacbes moégichs, como a formacédo de
apressorio que servem para penetrar no hospedsridtéz,et al, 2004). Apés a
penetracdo sao introduzidas enzimas capazes daddeg parede celular que irdo
proporcionar a entrada da hifa do biocontroladordimen do fungo parasitado e
posteriormente extraindo seu conteudo celular (Hp2@03).

A parede celular serve de barreira as acdes ersrpielos microrganismos,
sendo considerada como o ponto inicial das intesa@hvolvidas no processo de
antagonismo entre fungos. Os fungos tém paredéacelonstituida principalmente
por quitina ep-1,3-glucanas, possuindo em menor quantidade pesgh-1,6-
glucanas e outros polissacarideos (Bartinicki-Gardi968). Nessa interacdo as
glucanases, proteases liticas e quitinases saaesape hidrolisar componentes da
parede celular de microrganismos e, por isso, aptasy atividade litica sobre
leveduras e fungos (Selitrenikoff, 2001). Benhar&o@het (1993) descreveram que

inicialmente o Trichoderma spp. promove uma desorganizagdo na estrutura da
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parede celular do fitopatbgeno e um consequenteqdébrio osmotico interno
levando a uma retracdo da membrana plasmaticaega@io no citoplasma. Na
interacdo dalrichodermaspp. comSclerotium rolfsiifoi observado uma retracéo e
agregacao do citoplasma e quebra de vacuolosapmfidgeno (Benhamou & Chet,
1996). Ja o estudo realizado por Benhamou & CHE7A) mostrou uma interacao
entre as hifas dd@richodermaspp. ePythium ultimum o micoparasita produziu
glucanases, celulases e antibioticos propiciandsua invasdo nas ceélulas do
hospedeiro. Marcello (2008) estudou a expressaoexief-1,3-glucanase em
Trichoderma asperellunmSua pesquisa mostrou que a sequéncia génica daaenzi
produzida tem elevada afinidade com outras [Bi¢3-glucanase e que durante a
interacdo entr@richoderma asperellura Rhizoctonia solanbocorre maior expressao
do gene responsavel pela expressao dessa enzima.

As quitinases pertencem a um vasto grupo de glleosi Em geral, as
quitinases catalisam a degradacdo da quitina e afyequentemente como
endoquitinases, produzindo quito-oligossacarideas 236-N-acetilglicosamina
(Stintzi et al, 1993). Véarios microrganismos sao capazes dearas®bre quitina e
secretar quitinases para usar a quitina como fibetarbono (Wangt al, 2002). As
quitinases também podem exercer fungées como indig@lefesa em plantas contra
fitopatdgenos, com as Proteinas Relacionadas quatogénese, como a RP-3 (Theis
& Stahl, 2004).

Glucanos sdo o segundo maior componente da pagbdaraos fungos. As
enzimas glucanases hidrolisam diferentes tipos ldeagos, sendo consideradas
como potentes proteinas antifungicas (Theis & S$Staé04). Estudos tém
demonstrado que as glucanases inibem a germinagdspdros ou o crescimento de

fungos fitopatogénicos em sinergismo com as queasdEl-Katatnet al, 2001). As
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glucanases também participam dos processos deaddfes plantas e #-1,3
glucanase é caracterizada como PR-2 dentro daflanthorstet al, 1990).

E comum a producéo de proteases por fungos filasest(Howell, 2003).
As proteases estdo envolvidas na degradacédo deirmastda parede celular de
fungos. Segundo Howell (2003), no controle Rigrytis cinereapor Trichoderma
harzianumsobre folhas de feijoeiro, as proteases apresentportante papel, ja que
quebram as enzimas hidroliticas dos patdégenos aieiasa de peptideos e/ou
aminoacidos e, por meio disso, destroem a capazidagatogeno de atacar a célula
da planta.

A combinacdo de enzimas hidroliticas e antibioticesulta no aumento da
atividade antagonica. Howell (2003) relatou os tefeisinérgicos entre uma
endoquitinase ddrichoderma harzianune gliotoxina, e também entre enzimas
hidroliticas epeptaibolssobre a germinacdo dotrytis cinerea Segundo Wieset
al. (2002), peptaibolse enzimas hidroliticas atuam sinergicamente naicéd do

crescimento de fungos fitopatogénicos.

2.2 Controle quimico de doencas de plantas

O controle quimico de doencas de plantas é feravéd de varios tipos de
produtos, que sdo comumente denominados agrotdoXicggipo mais importante de
pesticidas utilizados para o controle de doencagpldetas é o dos fungicidas
(Kimati, 1995; Souza & Dutra, 2003). Os fungicids@®o agentes de controle de
doencas de plantas causadas por fungos. Neste gsti® também 0s compostos
que interferem em processos especificos de infeogdativam mecanismos de
defesa das plantas, ao invés de atuar diretamebte 8 patdogeno (Ghini & Kimati,

2002).



13

O uso de fungicidas para a protecdo de plantasndalseu-se lenta e
empiricamente, muito antes da comprovacdo de qudoescas de plantas eram
causadas por microrganismos. Somente por volta&’de & que surgiram relatos de
varias substancias utilizadas com sucesso no ¢entt® doencas (Mizubuti &
Maffia, 2006). O inicio da aplicacéo de fungicides larga escala para o controle de
doencas de plantas esta vinculado a descober@diatordalesa por Millardert em
1882, em Bordeaux, Franca (Ghini & Kimati, 2002)fagilidade de aplicacédo e os
resultados imediatos obtidos tornaram os fungicidagplamente difundidos em
diversas culturas. Porém, o uso continuo de fusk@gcsistémicos pode promover a
classificacdo de populacdes de fungos fitopatogéniesistentes que ndo sao
controlados pelo fungicida que anteriormente efeaef colocando em risco a
eficiéncia do método (Ghini & Kimati, 2002), aléne dontaminacdo ambiental e
humana (Rodrigues, 2003; Oliveira-Siktal, 2003).

Os fungicidas constituem um grupo com propriedagesnicas e acao
bioldgica muito variaveis, podendo envolver vaposicipios de controle em funcao
da natureza do produto, da época e do meétodo deaggd e do estadio de
desenvolvimento epidemioldgico da doenca (Kima®93). Sao classificados em
grupos definidos pela estrutura quimica dos priosiptivos e mecanismo de acéo
sobre os fungos.

Batista et al. (2002) executaram testes de funigittede in vitro sobre dois
isolados deFusarium oxysporunt.sp. passiflorag com o objetivo de selecionar
fungicidas para o controle desta doenca. Os futh@gce as doses utilizadas foram:
benomil (0,5 g i.a./L); tiofanato metilico (1,4 @.i/L); procloraz (0,675 g i.a./L) e
carbendazim (0,5 g i.a./L). Os fungicidas proclpréenomil e carbendazim

apresentaram niveis elevados de redugdo do credoimmecelial e esporulacdo dos
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isolados do fitopatdogeno, enquanto tiofanato noetilindo apresentou efeito
satisfatorio.

Os fungicidas séo agrupados de acordo com 0 seo dwdcao, atraves de
sua atividade e efeito e pelo mecanismo de acée, sgurefere aos processos
bioquimicos do alvo biolégico (fungo) que sofrenterferéncia pela acdao dos
fungicidas aplicados sobre a planta (Zambolim e28l07). Os grupos relacionados
abaixo se referem aos fungicidas selecionados gamxperimentos, descrevendo

seus modos de a¢ao sobre 0s patdgenos relacionados.

2.2.1 Grupo das dicarboximidas

2.2.1.1 Hidantoina

Os fungicidas desse grupo interferem na respirdgagueando a atividade
da enzima NADH citocromo c redutase no processuregério. As dicarboximidas
também apresentam alguma interacdo com o nucladacel Esses grupo de
fungicidas pode suprimir a formacdo de esclerodib®s géneros,Botrytis
Sclerotiniae Monilia sdo particularmente sensiveis a esse principio,afievido a
caracteristicas de suas membranas. O efeito € absmite preventivo. Os
dicarboximidas inibem a germinacdo de esporos, pvem a ramificacéo,
intumescimento e lise de hifas, levando a inibicio crescimento micelial dos
fungos (Zambolinet al, 2007).

Um principio ativo pertencente a esse grupo éamipna [G3H13CIoN303] 3-
(3,5-diclorophenyl)-N-isopropyl-2,4-dioxoimidazoiiak-1-carboximide. Iprodiona é

considerado um fungicida de largo espectro, aphicath pulverizacdo aérea
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preventiva (Dutra & Souza, 2003). Iprodiona (RO\B&) € recomendando para

controle deSclerotinia sclerotiorunem feijao (AGROFIT, 2008).

2.2.1.2 Ftalimidas

Os fungicidas deste grupo, quando no interior élala fungica, reagem
preferencialmente com enzimas que contém grupdgirdal podendo também
reagir com aminoacidos que possuam esse mesmalrddstes fungicidas podem
também inibir a sintese de enzimas que nao posgugros sulfidrila. Os fungicidas
desse grupo promovem efeito protetor contra ampl@agde patdgenos, sendo
utilizados extensivamente em tratamento de raimeergdo) e no tratamento de
sementes (Zambolimet al, 2007).

O principio ativo captana jEsCIlsNO,S] (N-trichloromethylthio)cyclohex-4-
ene-1,2-dicarboximide) pertencente a esse grupdil@ado no tratamento de
sementes (Ribeiro, 2008). Possui acdo no nuclegldéa, o que pode explicar seus
efeitos genéticos de instabilidade mitética e gggr@o somatica (Souza & Dutra,
2003). Segundo Dhingret al. (1980), é o mais seguro entre todos os fungiaidas
mercuriais, podendo ser utilizado como p6 secaneoqoasta fluida para sementes da
maioria das culturas, sendo particularmente efieieontra patdgenos causadores de
podriddes.

Captana (Captan SC) é recomendado para o cod&élesarium oxysporum
f.sp. phaseolj Colletotrichum lindemuthianupfPenicillium spp.,Rhizoctonia solani
Fusarium solanif.sp. phaseolj Aspergillus spp. e Alternaria spp. em feijao

(AGROFIT, 2008).



16

2.2.2 Grupo dos benzimidazéis

O principio ativo carbendazim §8¢N3O,] methyl benzimidazol-2-
ylcarbamate é um fungicida sistémico que atuanuibio desenvolvimento do tubo
germinativo, a formacao do apressorio e o cresdineiicelial, e pertence ao grupo
dos benzimidazois. Possui acdo protetora, curaiwstémica contra um grande
namero de patogenos. E absorvido pelas raizesespardes das plantas, movendo-
se no sentido ascendente (Souza & Dutra, 2003).

Os benzimidazéis apresentam alta afinidade pelageipas tubulinas,
destruindo a mitose na metéafase, atacando a fugéticen A falha na separacao do
novo nucleo resulta na morte da célula. A formagd® microtubulos é distorcida
nao ocorrendo a divisdo do ndcleo e a consequegara;do (Hewitt, 1998).
Técnicas de biologia molecular tém confirmado fiebulina é o sitio alvo desses
fungicidas (Fujimuraet al, 1990). Os benzimidazois séo altamente seletayossar
da natureza conservada glagibulinas em todos os organismos eucarioticosageb
da seletividade é ainda desconhecida, mas provemwetndepende de diferencas
estruturais nos sitios de ligacdo dos microtubulds.utilizagdo ampla dos
benzimidazois deve-se a sua alta atividade siséépgoatra um grande numero de
ascomicetos, fungos mitosporicos e basidiomiceBmstituem, possivelmente, o
mais importante grupo de fungicidas sistémicos izatllos comercialmente
(Zambolinet al., 2007).

O fungicida comercial Derosal 500 SC (benzimidagdlcomendado para o
controle de Fusarium pallindoroseum e Colletotmohlindemuthianum no cultivo

do feijao (AGROFIT, 2008).
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2.2.3 Grupo do tiofanato — Precursor de benzimidaz6

Atua igualmente aos benzimidazdis, na formacae-wkulina para formacao
dos microtubulos que fazem parte do citoesquetkitgnte a metafase no processo
de mitose. Supde-se que os fungicidas desse gmguo( benomil e tiofanato
metilico) quando absorvidos pelas raizes, liberaswglmente o MBC (carbamato
de metil 2-benzimidazol ou carbendazim) a ser togaslo para as folhas (Souza &
Dutra, 2003).

Tiofanato metilico [G&H14N4OsS;] dimethyl  4-4’-(0-phenylene)bis(3-
thioallophanato) interfere na sintese de DNA oucessos de divisdo celular ou
nuclear, tem como base a tiuréia, contendo um atamlematico. Para atuar como
fungicida depende da sua conversdo a um anel belaziale (Souza & Dutra,
2003). E recomendado no controle de patégenosdasgie plantas e tem amplo
espectro de acdo em diversas culturas. Um exempimduto comercial Metiltiofan
é recomendado conti@clerotium rolfsij Sclerotinia sclerotiorune Colletotrichum

lindemuthianuma cultura do feijdo (AGROFIT, 2008).

2.2.4 Grupo da fenilpiridinilamida

O principio ativo fluazinam [GH4Ci2FsN4O4] — 3-chloro-N-(3-chloro-5-
trifluoromethyl-2-pyridyl)-alfa-alfa-alfa-trifluore?,6-dinitro-p-toluidine, possui acao
eficaz contra patdgenos resistentes a fungicidas doupos fenilamidas,
benzimidazois e dicarboximidas. Atua como potergsadoplador da fosforilacéo
oxidativa (Souza & Dutra, 2003). Sua eficiénciadomprovada por Komyogt al
(1995) para doencas causadas por espécies Baeytis Colletotrichum

Phytophthora Pseudoperonospor#&ycularia, Sclerotiniae Venturia Na cultura do
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feijdo, o produto comercial Frowncide 500 SC é meeodado no controle de

Sclerotinia sclerotioruntAGROFIT, 2008).

2.3 Controle integrado de doencas de plantas

O controle de doencas de plantas é definido comhacé® na incidéncia ou
severidade da doenca (National Research Coun@B)1® para isso, utiliza-se de
técnicas culturais, biolégicas, quimicas, genéteéisicas. Nas décadas de 50 e 60,
surgiu o conceito de controle integrado de pragas, caracteristica € empregar com
maior amplitude as taticas de controle de pragagat®genos (Zambolim &
Junqueira, 2009). De acordo com Sta&inal (1959), entende-se por controle
integrado, “o controle aplicado de pragas que coebiintegra os controles quimico
e biolégico”. Com o passar dos tempos 0 conceitootose mais abrangente, até
chegar a definicdo adotada pela FAO (1968): “Cémtimategrado é definido como
um sistema de manejo de organismos nocivos quealiiidas as técnicas e métodos
apropriados da maneira mais compativel possivel paanter as populacdes de
organismos nocivos em niveis abaixo daqueles queaoainjdria econdmica”. Uma
vantagem da interacao entre fungicida e antagop#stece ser o controle inicial de
patogenos pelo fungicida e a habilidade do antatgiie desenvolver e persistir nas
raizes, reduzindo a infeccdo dos patégenos, maig,tao desenvolvimento de
plantas (Luz, 2003).

O uso de agentes de controle biolégico em camputarjuente com a
aplicacdo de fungicidas vem se tornando um hébhitoe eos produtores rurais,
entretanto o efeito provocado pelos quimicos nao agdsses microrganismos
antagonicos ainda vém sendo estudado e necesstpdeial atencdo. Muired al

(2001) desenvolveram uma pesquisa com agrotoxicfestibzantes utilizados na
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cultura do tabaco, onde constataram que BenomilelZi Thiram, Mancozeb,
Dimethoato, Lamdaciolotrina, Trifluralina, Napropiaan e Propacloro apresentaram
algum grau de toxicidade sobre isolados Tdeehodermaspp.. Pandolfo (2007)
demonstrou que isolados deichodermasp. apresentaram baixa sensibilidade aos
produtos Stratego e Vitavax-Thiram, enquanto Dérfa@a SC, Derosal Plus, Nativo

e Opera foram 0s mais toxicos ao antagonista.

Pereiraet al. (1996) testaram tratamentos com e sem vermicamposm e
sem solarizacdo, com e sem o herbicida EFSF&il-dipropilcarbamotiato) ou com e
sem o fungicida procimidone e com a incorporacad iehoderma harzianune
Bacillus subtillis, no controle integrado d8&clerotinia sclerotiorum diretamente
sobre esclerédios do patdogeno em casa de veget@gian. esse trabalho, os
pesquisadores concluiram que a utilizacado do hdeblEEPTC antecipa a germinacéo
dos esclerddios, provocando um estresse que aumeaianizacao e infeccao pelo
antagonista. Nesse tratamento, 96% dos esclerodistavam infectados,
apresentando uma taxa de 83% no controle.

Howell (2007) testou o tratamento de sementes dedab utilizando
fungicidas Baytan, Chloroneb 65 WP, Deltacoat Alyid®nd, Maxin, Nuflow M,
Vitavax, Vitavax Plus, PCNB e Vortex com isolados Trichoderma virens
Trichoderma koningji Trichoderma harzianume um hibrido entreTrichoderma
virens e Trichoderma koningii Embora os fungicidas possam ser toxicos para 0S
isolados de antagonistas em laboratdrio, 0 que miloie sua atividade antagonistica
in vivo, 0s quimicos sistémicos podem ser absorvidosgegtainacdo das sementes
e 0 agente de controle bioldgico protegido pelexi@ue reveste os graos. Tanto para
patdégenos de pré e pds-emergéncia a combinaca@suleou em maior controle da

doenca foi Chloroneb e qualquer um dos isoladoEiddodermaspp. indicando que
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0 mecanismo utilizado para controlar a fase deeprérgéncia em sementes de
algoddo pode ser comum entre o género. Deltacoataikibém foi eficiente no
controle do damping-off, entretanto, como sua caigaom tem 30% de chloroneb, o
efeito pode ser devido a esse principio ativo.

O controle de doencas utilizando agrotoxicos e dstipidas em uma
estratégia eficiente de manejo integrado pode reduzolume e o numero de
aplicacdes dos produtos quimicos, minimizando gsagtos provocados ao meio
ambiente, saude e residuos no produto a ser comsu@i trabalho de Conway
(1997) € um exemplo de controle integrado bem sdoeglie resultou na reducéo da
dose aplicada do produto quimico CGA 173506 peltadeequando utilizado com
Laetisaria arvalispara controle ddrhizoctonia solaniem alecrim. Wanget al,
(2005) também concluiram que a aplicacdo de dolades deTrichodermasp. (T1
e T13) com baixas dosagens de fludioxonil contamtdFfusariumsp. em cultivo de

Echinaceaspp. em casa de vegetacao.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de crghiologia
Fitopatoldgica, Departamento de Fitossanidade daul@ade de Agronomia na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, locdbzem Porto Alegre.

O Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGRORIUD10), do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento recomeadé&ungicida Captan SC
(captana) e um fungicida microbiologico a baseTdehodermaharzianumcomo
indicados para o controle deusarium oxysporunt.sp. phaseoli O fungicida
microbioldgico é registrado para o controleRisarium oxysporumisp. phaseolie
Rhizoctonia solanna cultura do feijao, entretanto, considerandcasmncidéncia
de Fusarium oxysporumsp. phaseoliem relacdo &hizoctonia solanna regido de
Goias, esse patogeno foi selecionado para os festéso realizados durante esse
trabalho.

Para os experimentas vitro foram testados fungicidas selecionados através
da indicacdo dos produtores, como produtos comuamaplicados na cultura do
feijoeiro, para controle de doencas, entre elascimaude fusarium e mofo branco,
doengas economicamente importantes, empregados anejonintegrado com

espécies dérichodermaPode-se verificar a relagdo desses fungiciddabala 1.
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Os valores multiplos apresentados na Tabela 20 setifizados para a
apresentacao dos resultados. Todos os experimentaso foram realizados com

cinco repeti¢cdes para cada tratamento.



TABELA 1. | Fungicidas comerciais empregados noseteste sensibilidade d€richodermaspp.Laboratorio de Microbiologia

Fitopatolégica (UFRGS), 2008.

Nome Nome quimico Principio Grupo quimico  Concentragdo Classe Classe Dose
comercial IUPAC ativo toxicolégica ambiental recomendada
Captan SC  N- Captana Dicarboximida 480 g/L |- produto 1ll- produto 300 mL/ 100
(trichloromethylthi extremamente perigoso kg de semente
o)cyclohex-4-ene- toxico
1,2-dicarboximide
Derosal Methylbenzimidazo Carbendazim Benzimidazol 500 g/L lll- produto llI- produto 100 mL/ 100
500 SC I-2-ylcarbamate mediamente  perigoso kg de semente
toxico
Frowncide 3-chloro-N-(3- Fluazinam Fenilpiridinila- 500 g/L II- produto I- produto 1 L/ha
500 SC chloro-5- mina altamente altamente
trifluoromethyl-2- toxico perigoso
pyridyl)-a-a-a-
trifluoro-2,6-
dinitro-p-toluidine
Rovral SC  3-(3,5- Iprodiona Dicarboximida 500 g/L IV- produto IlI- produto 1,5 L/ha
dichlorophenyl)-N- pouco téxico perigoso
isopropyl-2,4-

dioxoimidazolidine
-1-carboximide

Metiltiofan Dimethyl-4,4’- Tiofanato Precursor de 700 g/kg [Il — produto IlI- produto
phenylene)bis(3-  metilico benzimidazol mediamente  perigoso
thioallophanate toxico

400 L/ha (70
g/100 L de
agua)

Fonte: AGROFIT, 2008

€e
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3.1 Obtencéo dos antagonistas e do patégeno

3.1.1 Obtencéo ddrichoderma sp.

Os isolados dd@richodermasp. T04, TH11, T16, e TV21 foram gentilmente
cedidos pela ICB BIOAGRITEC LTDA.,, isolados previante de solo de lavouras
de feijdo do estado de Goias. Os isolados TH11 @1TY¥6ram previamente
identificados comdlrichoderma harzianune Trichoderma viriderespectivamente,
pela Dr2 Rita de Cassia Madail Santin e Dr2 Mé&tbisa da Silva.

O isolado T20 foi obtido a partir de um esclerddigsclerotinia sclerotiorum
coletado em uma lavoura de feijao irrigado, coniohiso da doenca (mofo-branco)
localizada na cidade de Formosa, GO. Para isscscterédio foi submetido a
desinfeccao pela imersdo em alcool 70% durante umtme, apds, em hipoclorito
de sédio (NaClO 2%) durante trés minutos, com pastvagem em agua destilada
esterilizada. O esclerédio foi inoculado em meiocdéura BDA e mantido em
camara de crescimento, com temperatura de 28+28Cgaé se observasse 0
crescimento fungico. As colonias obtid&clerotinia sclerotiorunme Trichoderma
sp.) foram repicadas em meio BDA até que estivessdmicas (cultura pura) e a

colonia deTrichodermasp. foi selecionada para utilizacdo nesse trabalho.

3.1.2 Obtencé&o dé-usarium oxysporurhsp. phaseol

O patdgeno utilizado,Fusarium oxysporum(Schlecht) f.sp. phaseoli
Kendrick & Snyder, pertence a micoteca do Labormatdde Microbiologia
Fitopatolégica. O isolado (FOP10) foi obtido de uptanta de feijao, coletada no

municipio de Formosa/GO, apresentando sintomas sdarecimento de raiz e
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amarelecimento das folhas, tipicos de murcha deitum. O isolado foi previamente
identificado pela Dr2 Marcia Eloisa da Silva e Rita de Cassia Madail Santin.

O patogeno foi selecionado para os testedtro pelos precedentes de sua
importancia na cultura do feijdo e recomendacaprddutos quimico e bioldgico,
conforme explicitado na reviséo bibliografica. Queso isolado, foi selecionado por
apresentar caracteristicas patogénicas em expéosemrévios em casa de

vegetacao.

3.2 Interferéncia dos principios ativos no desenwimento de
Trichodermaspp.

O efeito dos fungicidas sobrErichodermaspp. foi avaliado através da
mensuracao do crescimento vegetativo e esporutiggissolados do antagonista na
presenca dos principios ativos selecionados. Ramg foi preparada uma solucéo
estoque super-concentrada para cada principio eivagua destilada esterilizada. A
solucéo estoque dos fungicidas foi adicionada ao ke cultura BDA acidificado
com acido lactico (3 gotas/100 mL) em cinco difégsrconcentracdes (um quarto e
metade da concentracdo do produto comercial, seotiacdo do produto, o dobro e
quatro vezes essa concentracdo). Para o calcutordzntracdo final desejada no
meio, foi considerado o volume de meio e a dosgradduto, recomendada pelo
fabricante (Tabela 2.).

Em seguida, o meio de cultura foi vertido em plaa®etri. A testemunha
consistiu na inoculagédo dos isolados em meio déureulBDA acidificado. A
inoculacdo deTrichodermaspp. foi feita com discos de micélio de 0,8 cm de
didmetro, previamente cultivados, no centro dagléas placas foram mantidas em

camara B.O.D. a 28+2°C e fotofase de 12 horas. edida do diametro das colonias
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foi efetuada a apds decorridos trés dias da inggalamomento em que a

testemunha apresentou crescimento maximo na péaPeatti (9 cm).

TABELA 2. | Relagcdes das concentracbes de principgivoados fungicidas
comerciais empregados nos testes de sensibilidadeichoderma
spp. Laboratério de Microbiologia FitopatologicaHRIGS), 2008.

Concentracdo do Principio Ativo (ppm) |

Principio Solucéo 0,25 0,5 1 2 4
ativo estoque
Captana 10 0,360 0,720 1,440 2,880 5,760
Carbendazini 3 0,125 0,250 0,500 1 2
Fluazinam 150 8,440 16,880 33,750 67,500 135
Iprodiona 3 0,126 0,253 0,506 1,012 2,025
Tiofanato 2 0,043 0,085 0,170 0,340 0,680
metilico

Fonte: AGROFIT, 2008

Também foi avaliada a interferéncian vitro de fungicidas no
desenvolvimento dos isolados testados atravésrdtagam de esporos apds sete dias
da inoculacéo, a partir do preparo de suspensasmos e contagem em camara de
Neubauer. A suspensao de esporos foi preparadabas tle ensaio com 10 mL de
solucdo de “Tween 80" (0,1% de “tween 80" em A&geatithda, com posterior
autoclavagem e armazenamento em refrigerador g d8®cando dois discos de
meio com 0,8 cm de diametro, contendo conidioscélinidas margens das coldnias
(colbnias avaliadas para crescimento vegetativo). €eguida, os tubos foram
mantidos sob agitagéo por 10 minutos.

Para que haja uma padronizacdo nos testes reajzasloesultados obtidos
foram submetidos a andlise matematica desenvopadalveset al (1998) que se
baseia nos valores médios em porcentagem de esp@oué crescimento micelial
das col6nias. Dessa forma, calculam-se esses sapmeentuais com relacdo a

testemunha (100%), aplicando-se em seguida, pdeapraduto estudado, a férmula:



27

T=20 (CV) + 80 (ESP)/100, onde T é o valor codwgdo crescimento vegetativo e
esporulacdo para classificacdo do produto; CV éraeptagem de crescimento
vegetativo com relacdo a testemunha; e, ESP écamiagem de esporulacdo com
relacdo a testemunha. Com os valores de T cal@yladocede-se a comparacao com

os limites estabelecidos na Tabela 3.

fungicidas comerciais sobr&richoderma spp. de Microbiologi

TABELA 3. | Valores de T para a classificacdo do tefele principios ativos de
Fitopatoldgica (UFRGS), 2008.

Valoresde T Classificacdo do produto
0a30 Muito toxico
3la45 Toxico
46 a 60 Moderadamente toxico

> 60 Compativel

Fonte: Alveset al, 1998.

Para verificar o efeito dos principios ativos guébiram o crescimento
vegetativo ddrichodermaspp. foi estabelecido um teste de viabilidadeisimgados
testados, com a transferéncia do disco inoculadenam suplementado com os
principios ativos para uma placa de Petri com nBE@&. As placas foram entédo
incubadas em camara de crescimento a 28+2°C, @ucardo dias, para verificar o

efeito fungicida ou fungistatico dos principios/as.

3.3 Avaliacdo deTrichodermaspp.em confronto direto com Fusarium
oxysporunt.sp. phaseoli
Discos de micélio, de 0,8 cm de diametro de camlads deTrichodermasp.
e do isolado dd-usarium oxysporunt.sp. phaseoliforam inoculados em lados

opostos da placas de Petri contendo meio de cuBDva acidificado. As placas



28

foram mantidas em camara B.O.D. a 28+2°C e fotoflesé2 horas. A testemunha
consistiu da inoculacdo dEusarium oxysporunt.sp. phaseoli na auséncia de
Trichodermaspp. As placas de Petri foram incubadas durariee das e entdo, a

coldnia do patdgeno foi medida com o auxilio de wégaa milimetrada.

3.4 Avaliacdo do efeito dos principios ativos no deseolvimento de
Fusarium oxysporurhisp. phaseoli

Um disco de 0,8 cm de micélio drrisarium oxysporunh.sp. phaseoli foi
inoculado no centro de uma placa de Petri com rdeieultura BDA acidificado
suplementado com fungicidas, como descrito na @ahelAs placas foram mantidas
em camara B.O.D. a 28+2°C e fotofase de 12 horagesfemunha consistiu da
inoculacdo deFusarium oxysporumf.sp. phaseoliem meio de cultura BDA
acidificado. A mensuracdo do crescimento das catddio patdégeno foi realizada

apos sete dias de inoculacéo. Este experimentedbzado em triplicata.

3.5 Avaliacdo da interferéncia dos principios ative nos mecanismos de

acao deTrichodermaspp.

3.5.1 Confronto direto

Discos de micélio, de 0,8 cm de diametro de camlads deTrichodermasp.
e do isolado dd-usarium oxysporunt.sp. phaseoliforam inoculados em lados
opostos da placas de Petri contendo meio de cuiiDa acidificado, suplementado
com os fungicidas comerciais na concentracdo dodupoo comercial, que
corresponde a dose de aplicacdo recomendada peilcafste (Tabela 1.). As placas
foram mantidas em camara B.O.D. a 28+2°C e fotofiesé2 horas. A Testemunha

consistiu da inoculacdo dEusarium oxysporunt.sp. phaseoli na auséncia de
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Trichoderma spp. e na realizacdo dos confrontos em meio darausem a
suplementacdo com os principios ativos testadopla&ss de Petri foram incubadas

durante sete dias e entdo, a colonia do patogemneeftida.

3.5.2 Metabdlitos volateis

Os experimentos de avaliacdo da producdo de métabdblateis foram
realizados de acordo com a metodologia de Dick &hinson (1966) através da
inoculacdo de um disco de 0,8 cm de diametro cdotenicélio dos isolados de
Trichoderma sp. em meio de cultura BDA acidificado suplemeatambm o0s
fungicidas, na concentracdo do produto comerciahoEcentro de outra placa,
contendo meio BDA acidificado, inoculou-se um digcomesmo tamanho contendo
micélio deFusarium oxysporuni.sp. phaseoli.O fundo de ambas as placas foram
sobrepostos invertidos e selados com plastico filfrelos os tratamentos estdo
relacionados na Tabela 4. Apos, as placas forantisagnem uma temperatura de
28+£2°C em camara B.O.D. com fotofase de 12 horaantki sete dias. Apls a
realizacdo do experimento, o didmetro das coléd@Busarium oxysporuntf.sp.

phaseolifoi mensurado.

TABELA 4. | Tratamentos realizados para avaliacdopdalucdo de metabdlitas
volateis por Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia

Fitopatoldgica (2009).
Placa de Petri 1 Placa de Petri 2

Meio de cultura BDA +Fusarium Meio de cultura BDA
oxysporunf.sp.phaseoli

Meio de cultura BDA +usarium Meio de cultura BDA suplementado com
oxysporunf.sp.phaseoli 0S principios ativos

Meio de cultura BDA +Fusarium Meio de cultura BDA e isolados de
oxysporunf.sp.phaseoli Trichodermaspp.

Meio de cultura BDA +usarium Meio de cultura BDA suplementado com
oxysporunf.sp.phaseoli 0s principios ativos e isolados de

Trichodermaspp.
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3.5.3 Producéo de enzimas hidroliticas
A producao de enzimas hidroliticas foi determinagdameio liquido, com o
objetivo de detectar e quantificar a producdo déngses, glucanases e proteases

produzidas pelos isolados @achodermaspp.

3.5.3.1 Atividade quitinasica e glucanasica

A andlise da atividade quitinasica e glucanasitcebéseada no método de
Miller (1959), medindo a liberacdo de acgucares tares a partir da hidrélise de
quitina coloidal e da laminarina, respetivamentdpuso de acido dinitrosalicilico
(DNS).

Primeiramente, os isolados deichodermaforam crescidos em meio de
cultura Mandel & Reese (1960) modificado (peptoaetérioldgica 0,1%; KH2PO4
0,2%; (NH4)2S04 0,14%; MgS04.7H20 0,03%; uréia @P3glicose 3%;
CaCl2.6H20 0,03%; micélio seco deylindrocladium gracile0,5%; 100uL de
solucéo de elemento traco, pH 6,0) suplementadoasofungicidas na concentracao
do produto comercial (Tabela 1.) durante cinco,dab agitacdo orbital (150 rpm)
em camara de crescimento a 28+2° C. O micélio deqmatégeno foi adicionado ao
meio para estimular a producao de enzimas pelgamitsta.

Para producdo desse meio, o micélio secoCgendrocladium gracile
identificado pela Dr2. Isabel Cristina Padula Pfaz,obtido pela colocagdo de 3
discos de 0,8 cm de meio BDA contendo micélio dayéuem frascos de Erlenmeyer
contendo 100mL de meio BD (batata 200g; dextroge 2000 mL agua destilada e
deionizada), incubados durante sete dias com agitagbital (150 rpm). Apds, o
micélio produzido foi filtrado em papel Whatman n%keco em estufa a 70°C e

triturado.
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Para andlise da atividade quitinasica e glucanasitd. do meio de cultura
foram centrifugados durante 10 minutos a 1400 rprosteriormente, foram
colocados em tubos de ensaio, 1l0de amostra (sobrenadante do meio de cultura
previamente centrifugado) e 5hQ de tampao citrato de sodio 50 mg/mL pH 4,8 e,
apos homogeneizacao, colocados em banho-mariaG &\ seguida, 250L de
quitina coloidal 0,5% foram adicionados para avdiada atividade quitinasica, e,
250 puL de laminarina 0,5% para avaliacdo da atividadecajiasica, também a
temperatura de 50°C, e incubados por uma hora.

ApoOs esse periodo, adicionou-se 1 mL de DNS (&8i8odinitrosalicilico
10,6 g; NaOH 19,8 g; 1416 mL de agua destiladaotlisdo a quente com posterior
adicdo de 7,6 g de fenol (fundido a 50°C) e 8,2 gnettabissulfito de sédio) ainda
no banho-maria, seguido da adicdo de 10@e glicose 0,5 mg/mL. Em seguida, a
solucéao foi fervida por cinco minutos e, apos rasfforam acrescentados 2 mL de
agua destilada e a leitura em espectrofotonietr&45 nm pode ser realizada. Os
controles basearam-se na realizacado da leituraspeciofotdbmetro das amostras
contendo apenas com o meio suplementado com ocfdag dos isolados em meio
sem a suplementacdo com os fungicidas.

Para determinacdo da atividade enzimatica foi paelga uma curva de
calibracdo com glicose nas concentracdes de @9; 0,1; 0,2; e 0,3 mg/mL.

Uma unidade de atividade enzimética (U) correspeéniiteeracéo de gmoL

de glicose/mL/min.

3.5.3.2 Atividade proteasica
A determinacéo da atividade proteéasica foi baseadaétodo de Sara#t al

(1989) utilizando Azocaseina 2% como substratoisGledos deTrichodermaspp.
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foram crescidos em meio de cultura de Mandel & BRe@®960), modificado e
suplementado com os fungicidas na concentracaaatlui® comercial (Tabela 1.).
durante cinco dias, sob agitac&o orbital (150 rem)camara de crescimento a 28+2°
C. Os isolados foram inoculados durante cinco Biasieiramente, o substrato foi
dissolvido em agua destilada e centrifugado a 14p6Q pelo periodo de 10 min.
Em seguida, foram colocados em tubo Eppendorf (Blaml) 150uL da amostra
(sobrenadante do meio de cultura), juntamente cabuP de azocaseina, misturado
e incubado em banho-maria a 25° C por 30 min. @oaticloroacético 10% foi
adicionado para cessar a reacao, deixando desgamsd’b min. Decorrido esse
periodo, foi centrifugado a 14000 rpm, por 5 mirepbis o sobrenadante foi
transferido para outro tubo Eppendorf contendari,4de NaOH 1M.

Um branco para cada amostra foi realizado, adicido@s mesmos reagentes
da reacgdo anterior na seguinte orden1%0uL de Tampao Fosfato pH 6,2 (solucdo
I: 31,2 g de NakPQO, . 2H,0O em 1000 mL de agua destilada; solucéo 32 Il: 856
NaoHPO, . 2H,0 em 1000 mL de agua destilada; solucao final:ri2@a solucéo |
e 80 mL da solucéo 11);°2150 uL da amostra; B 1,2 mL de &cido tricloroacético;
4% 250 uL de substrato; % depois o sobrenadante foi transferido para otutibo
Eppendorf contendo 1,4 mL de NaOH 1M. A leituraalaorbancia foi realizada em
espectrofotometra= 440 nm.

Uma unidade da atividade proteasica (U) é definaao sendo a quantidade
de enzima requerida para produzir uma absorbarcia uhidade em 30 minutos a
A=440 nm e a 25°C.

O controle baseou-se na realizagcdo da leitura gracesfotdmetro apenas
com o0 meio suplementado com o fungicida e a regzalo experimento em meio

sem a suplementagdo com os fungicidas.
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3.5.4 Competicéo por nutrientes

3.5.4.1 Producéao de sideroforos

Para determinar a competicdo por nutrientes foliadea a producédo de
sideroforos pelos isolados deichodermaspp., através da técnica universal para
deteccao de siderdforos proposta por Schwyn & Neé#g1987). Inicialmente, todos
0S materiais utilizados para o desenvolvimentoat@aios foram lavados com HCI
6M e, apos, imersos em agua deionizada por peded® horas e enxaguados em
agua deionizada.

O antagonista foi cultivado em meio de cultura BDplementado com
captana na concentracdo do produto comercial (@abgl O principio ativo foi
selecionado devido a recomendacdo do MAPA para rirale de Fusarium
oxysporunf.sp.phaseoli

Os isolados foram incubados por cinco dias. Apgerodo de incubacéo,
foram retirados 0,5 mL do sobrenadante do antagoerigjue foram centrifugados
por 10 minutos, a 14000 rpm, em tubo Eppendorf.d4eguida, acrescentou-se 0,5
mL da solucéo indicadora de cromo azurol S (CASpréparo da solucdo de CAS
foi realizado da seguinte maneira: 1°: preparoursa solucdo com a mistura de 6
mL de solucdo de HDTMA (brometo de hexadeciltritaetibnio) 10 mM a 30 mL
de &gua; 2° sob agitacdo foram acrescentados W,8emsolucdo férrica (Fe€l
6H,O 1 mM preparada em HCI 0,01N) e 7,5 mL de solud@aromo azurol S 2
mM; 3°. separadamente, foram dissolvidos 4,307 giperazina anidra em 20 mL
de agua e depois de dissolvido por completo fasmida de 6,25 mL de HCI; 4°;
entdo, foi adicionado a solucdo de piperazina damés dos componentes ja

preparados e o volume completado para 100 mL. Onamdsi realizado sem a
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presenca do fungicida para verificar se ha mudarecaleteccdo da producédo de
sideroforos.

A mudanca de cor da mistura de sobrenadante-irmlicdel azulada para
amarelo-avermelhado, em um prazo de 15 minutogaralproducéo de sideréforos

pelo antagonista.

3.6 Analise estatistica

Os valores médios foram analisados usando os pnagrastatisticos SAS
9.1, SASM-AGRI verséo 3.2.4 e ORIGIN 7.0 Os resld&aforam submetidos a uma
analise de variancia (ANOVA). Os resultados exmesam valores continuos que
seguiram a normalidade foram analisados por ANOS&guidos pelo pés-teste de
Tukey (5%) para comparacao entre as medias. Osisleesaltados foram avaliados

por regressao e pelo método de contraste ortogonal.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Interferéncia dos principios ativos no desenwimento de
Trichodermaspp.

Os principios ativos captana, carbendazim, fluaajni@rodiona e tiofanato
metilico exerceram efeitos variaveis sobre o cmesoio vegetativo e esporulacao
dos isolados testado$, harzianum(TH11), T. viride (TV21) e Trichodermasp.
(TO4, T16 e T20). A utilizacdo de tesiasvitro para determinar a toxicidade de um
principio ativo sobre um microrganismo tem a vaatagde expor a0 maximo o
microrganismo a acao do produto quimico, o queac@ore em condi¢cdes de campo,
quando diversos fatores interferem no contato aliegttre eles. Assim, quando um
principio ativo € considerado compativel em lakibrat espera-se que o mesmo
ocorra no campo. Ja quando um principio ativo é&idenado toxicdn vitro, nem
sempre indica sua elevada toxicidade em campo, silasa possibilidade de
ocorréncia de danos dessa natureza (Moino Jr. &AI¥999).

O crescimento vegetativo dos isolados T04, TH116, T020 e TV21 foi
medido trés dias apds a inoculacdo dos isoladosnemim em que o controle
apresentou crescimento maximo em placa de Petri.

O principio ativo captana interferiu no crescimevegetativo de T04, TH11,
T16, T20 e TV21 nas diferentes concentracdes duacipid ativo em relacdo ao

controle (Tabela 5.). Hatvamit al (2006) observaram efeito inibitério de captana
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sobre o crescimento vegetativo @ieachoderma harzianun{T66) e Trichoderma
viride (T122). Os autores calcularam a dose minima orhitcom efeito sobre os

isolados testados como 1@@mL.

TABELA 5. | Andlise da variancia do efeito de difeienconcentracdes de captana
sobre o crescimento vegetativo Tiéchodermaspp. Laboratério d
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 20009.

11°}

Causada |GL SQ QM F P
variacao
Tratamentog 29 938,307 32,355 139,925  Significativo
1%
Residuos 120 27,748 0,231

Ainda considerando apenas o principio ativo capténpossivel observar
certa relacdo entre o aumento da concentracédo attutor com a diminuicdo do
crescimento vegetativo (Figura 1.). As concentragééerentes a duas e quatro vezes
a concentracdo do produto comercial foram maisugigpis ao desenvolvimento
dos isolados. O mesmo fato € observado por Resdrale(2005), que constataram
que o efeito inibitério de captana sobre o cresstmanicelial deTrichoderma
harzianumem meio BDA aumenta proporcionalmente ao aumeatoomcentracao
do produto.

Para o isolado T16 n&o foi possivel relacionar aéimo no crescimento
vegetativo com o0 aumento da concentracdo do prin@fpvo, ja que para esse
isolado a concentracdo multipla de 0,5 mostrou ntaixicidade a esse isolado em

relacdo aos demais.
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FIGURA 1.

Curvas de regressdo y=A®Y ajustada aos pontos experimen
relativos ao efeito das diferentes concentragbesagéana sobre
crescimento vegetativo delrichoderma spp. Laboratorio d
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 20009.
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O crescimento vegetativo dos isoladosTdiehodermaspp. nao foi afetado

pelo principio ativo tiofanato metilico (Tabela 6.)

TABELA 6. | Andlise da variancia do efeito de difeien concentracbes de
tiofanato metilico sobre o crescimento vegetatigoTdchodermal
spp. Laboratério de Microbiologia FitopatologicaHRIGS), 20009.

Causada |GL SQ QM F P
variacao
Tratamentos 29 1,670 0,058 1,562 Significativo
1%
Residuos 120 2,639 0,022

As concentracfes de tiofanato metilico testadas imderferiram no
crescimento vegetativo dos isolados T04, TH11 eIlV2

E possivel observar que os valores do crescimagetativo dd richoderma
spp. se mantiveram constantes, sem sofrer intadier&as concentracdes multiplas
de 0,25; 0,5; 1 e 2 do principio ativo.

A partir da concentracdo multipla 2, os isolados Td&hoderma spp.
comecaram a apresentar capacidade reduzida emercresgetativamente. Nos
isolados T16 e T20 foi possivel constatar que #rpigssa concentracdo € possivel
estabelecer uma relacédo linear no decréscimo ngcigrento vegetativo desses

isolados (Figura 2.).
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Ja os principios ativos carbendazim, fluazinam eodipna inibiram
completamente o crescimento vegetativo de toddsatasdos testados. O principio
ativo carbendazim é citado por diversos pesquisgdoomo toxico drichoderma
sp., mesmo em concentracdes baixas do produtaa(&ilal, 1999; Malathiet al,
(2002); Hetong.et al, 2008; Nallathambet al, (2009). Em geral, as pesquisas
demonstram quelrichoderma ndo é resistente aos fungicidas do grupo dos
benzimidazois, fato que poderia estar relacionaolm @ forma de acdo desse
fungicida sobre a estrutura dggubulinas.(Zambolimet al, 2007), estruturas que
podem apresentar-se mais sensiveis Bmchoderma sp.. Fluazinam também
provocou grande inibicdo no crescimento vegetatleolrichodermasp. quando
testado na concentracdo de 100 mg/L por May & Kiif2&00). Quando se trata de
iprodiona, Silvaet al (1999) perceberam inibicdo acima de 55% no aresio
vegetativo (a partir da concentracapdImL) e na esporulacéo (na concentracao 2,5
pug/mL) de Trichoderma harzianume Trichoderma viride Os autores ainda
constatam qudrichoderma harzianuné mais resistente ao principio ativo do que
Trichoderma viride

A capacidade dos isolados deichodermaspp. esporularem em meio de
cultura suplementado com principios ativos de ftidgs comerciais foi avaliada
apos sete dias da inoculacdo dos fungos.

A variancia nos valores da esporulagao dos isold@ds TH11, T16, T20 e

TV21 na presenca do principio ativo captana podarolsservados na Tabela 7.
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TABELA 7. | Andlise da variancia do efeito de difeienconcentracdes de captana
sobre a esporulacdo ddrichoderma spp. Laboratério d
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2009.

11°}

Causada |GL SQ oM F P
variacao
Tratamentog 29 505539,9 17432,410 4,309 Significativo
1%
Residuos 120 485432,1 4045,265

Quando inoculados com suplementacdo de captansglados aumentaram
significativamente sua capacidade de esporulacéieredciando-se de todos os
demais tratamentos. De modo geral, os isolados r@anaen de forma linear o
namero de esporos de acordo com 0 aumento na ¢oangdm Apenas o isolado T16
nao segue a tendéncia linear em aumentar o nuneeespbros produzidos com o

aumento da concentracao do principio ativo (Figira
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FIGURA 3. | Curvas de regressdao y=A+B*x ajustada postos experimentais
relativos ao efeito das diferentes concentracbesagéana sobre ja
esporulacdo deTrichoderma spp. Laboratoério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2009

Quando avaliada a capacidade dos isoladagideodermaspp. esporularem

na presenca de tiofanato metilico, a variancia ped®ebservada na Tabela 8.
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TABELA 8. | Andlise da variancia do efeito de difeien concentracbes de
tiofanato metilico sobre a esporulagdo deichoderma spp.
Laboratoério de Microbiologia Fitopatologica (UFRG3D09.

Causada |GL SQ QM F P
variacao
Tratamentog 29 73584,748 2537,405 2,771 Significativo
1%
Residuos 120 109882,6 915,689

Os isolados aumentaram sua capacidade de espooraro aumento da
concentracdo do principio ativo, até o ponto em @gge aumento na concentracao
passa a provocar a reducdo na capacidade dosasoésporularem. Apenas o
isolado TO4 ndo segue o modelo cubico para a pé&adue esporos, jA que a
concentracdo multipla de 0,5 € capaz de aumenteapacidade dos isolados

esporularem em relacéo a concentracao seguinter&Hg.
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Como os principios ativos carbendazim, fluazinanprediona afetaram o

crescimento vegetativo de todos os isolados testatfio foi possivel observar a
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formacéo de esporos dos mesmos. Pandolfo (20@a relefeito antiesporulante do
principio ativo fluazinam, embora nédo tenha ocariigibicdo total do crescimento
micelial deTrichodermasp. na presenca do principio ativo.

O principio ativo carbendazim mostrou efeito furdacsobre T04, TH11,
T16, T20, TV21, enquanto fluazinam e iprodiona mayaim efeito fungistatico, ja
que foram posteriormente recuperados em meio deirauBDA (Tabela 9.).
Pandolfo (2007) recuperou os isoladosTdehodermasp. (T4R, TSV) e o produto
comercial PCT de raizes de plantas cujas sement@s fratadas com carbendazim,
indicando que o resultado vitro pode nédo ser confirmado vivo, como relatado
anteriormente. A frequéncia de recuperacdo indiobe gm maior tempo de
observacdo do que o realizado nesse ensaio podseatar diferentes resultados
para 0 crescimento vegetativo dos mesmos isolaoas o0s principios ativos

fluazinam e iprodiona.
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TABELA 9. | Frequéncia (%) de recuperacao dos isdatl richodermaspp. de
meios de cultura suplementados com carbendazimaziflam €
iprodiona. Laboratério de Microbiologia Fitopatoicg (UFRGS),

2009.
TO4 TH11 T16 T20 TV21
Carbendazim

0,25 0 0 0 0 0

0,5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

Fluazinam
0,25 100 100 100 100 100
0,5 100 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100
4 100 100 60 80 100
Iprodiona

0,25 100 100 100 100 100
0,5 100 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100
4 100 80 100 80 100

O equilibrio entre as fontes de C, N, P, vitamieasnicronutrientes na
composicdo do meio de cultura sdo fatores decispasa 0 crescimento e
esporulacdo de microrganismos (Silva & Melo, 1999).géneroTrichoderma
apresenta bons resultados de crescimento vegetatigsporulacdo em meio de
cultura batata-dextrose-agar. Como os principiogstdos fungicidas comerciais
sao adicionados ao meio de cultura, alterandorasdale C e N, principalmente, a
assimilacdo desses compostos pelo fungo pode t@Eoce®rrendo, causando uma
situacdo de estresse, fazendo com gque 0 mesmo teulsEn esporulacdo como
forma de garantir sobrevivéncia ou mesmo tornandoe® toxico, reduzindo ou
impedindo o seu crescimento micelial e esporulacéo.

Para determinar a forma de interferéncia de cadwipio ativo sobre os

isolados T04, TH11, T16, T20 e TV21, os resultaidoam organizados seguindo a
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metodologia de Alvest al (1998), que indica o grau de toxicidade dos agrobs
sobre microrganismos benéficos (Tabela 10.).

O principio ativo captana interferiu no crescimentccelial dos isolados
testados, reduzindo significativamente este paraneeh relacdo ao controle (Figura
1.), entretanto, a esporulacdo nao diferiu paress@ados e concentracdes testadas
(Figura 3.). Dessa forma, este fungicida foi comsido compativel aos isolados
testados, de acordo com a metodologia aplicadacopusidera além do crescimento
vegetativo a esporulacdo como um fator importardea pa determinacdo da
toxicidade de agrotdxicos sobre organismos bergfldessa forma, percebeu-se que
o calculo da toxicidade baseia-se na esporulacgwasegnca de captana. Seguindo a
tendéncia de que o fungicida aumenta a esporutag@m aumento da concentracao
do produto comercial testada, os isolados T04 elTiwidstraram sensibilidade na
concentracdo 120 g/L do fungicida, ja que paraseseacentracdes a esporulacdo
nao foi elevada. Os fungicidas metalaxil, carboxnmam, chlorotalonil, captana,
propamocarb e himexazol ndo interferiram no dedgemaento deTrichodermasp.,
sendo indicados por May & Kimati (2000) como prasutompativeis para serem
recomendados em manejo integrado. Resehdé (2004) ndo encontraram indicios
de toxicidade de captana e fludioxonil, na dosagertomendada para sementes de
milho, ao isolado testado dE&richoderma harzianumEntretanto, € importante
considerar que os mecanismos de acdo das espécleslibdermadependem do
contato entre o antagonista e os patégenos (HOWELA3; BENITEZ et al., 2004),

0 que pode ser prejudicado pela acdo do princifpio aaptana, ja que 0 mesmo
reduziu significativamente o crescimento micelia$ dsolados testados.

Tiofanato metilico foi compativel com todos os &fils, nas concentracées

testadas. O crescimento vegetativo e a esporulg€igara 2. e Figura 4.) dos
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isolados néo diferiram significativamente nas @ifées concentracdes, apresentando
crescimento vegetativo maximo em placa apos teésa incubacéo (Figura 2.). Por
seu espectro antifungico, os fungicidas com o fpiac ativo tiofanato se
assemelham aos benzimidazois. Segundo Picinin4§188 fungicidas com base na
tiuréia dependem de sua conversdo a um anel belaoli (metil benzimidazol
carbamato — MBC ou etil benzimidazol carbamato -CEPara atuarem como
fungicidas. Nesse processo de transformacéo deprediitos quimicos de tiofanato
metilico, os isolados deTrichoderma spp. testados podem apresentar
desenvolvimento de resisténcia, mesmo quando testaam altas concentracdes do
principio ativo. Zambolimet al (2007) descrevem o alto risco de resisténcia ao
tiofanato metilico, com casos relatados para muiigsecies de fungos, ja que
existem varios alvos de mutacédo para esse prinaipio. O fato de os isolados de
Trichodermaspp. testados apresentarem um crescimento vegetatesporulacéo
significativamente maior na presenca do tiofanatetilino (precursor de
benzimidazol) do que de carbendazim (benzimidarwmljcando a ocorréncia de
isolados resistentes a este principio ativo, tamfmérdescrito por Sartorato (2006)
para Colletotrichum lindemuthianune por Santost al (2006) paraDidymella
bryoniae Os demais principios ativos, por ndo possibdita o crescimento
vegetativo e esporulacdo no periodo dessa avalfagd@o classificados como muito

toxicos aos isolados T04, TH11. T16, T20 e TV21.
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TABELA 10. | Compatibilidade de principios ativos de fungicida@merciais €
isolados de Trichoderma spp. Segundo Alvest al (1998).
Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRG3D09.

T04 TH11 T16 T20 TV21
Captana
0,25 MDT C C C T
0,5 C C C C C
1 C C C C C
2 C C C C C
4 C C C C C
Carbendazim
0,25 MT MT MT MT MT
0,5 MT MT MT MT MT
1 MT MT MT MT MT
2 MT MT MT MT MT
4 MT MT MT MT MT
Fluazinam
0,25 MT MT MT MT MT
0,5 MT MT MT MT MT
1 MT MT MT MT MT
2 MT MT MT MT MT
4 MT MT MT MT MT
Iprodiona
0,25 MT MT MT MT MT
0,5 MT MT MT MT MT
1 MT MT MT MT MT
2 MT MT MT MT MT
4 MT MT MT MT MT
Tiofanato
metilico
0,25 C C C C C
0,5 C C C C C
1 C C C C C
2 C C C C C
4 C MDT C C C

Onde: C — compativel, MDT — moderadamente toxice; Toxico, MT — muito
toxico
4.2 Avaliacao do potencial antagdnico dé€richodermaspp. sobre
Fusarium oxysporurhsp. phaseoli

Todos os isolados foram igualmente eficientes wmlug@& do crescimento

vegetativo dé-usarium oxysporurhsp.phaseoli(Tabela 11. e Tabela 12.).
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TABELA 11. | Analise da variancia do potencial antagénicoTdiehodermaspp.
sobre Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli. Laboratorio de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 20009.

Causa da GL SQ QM F P
variacao
Tratamentog 5 24,827 4,965 9,491 Significativo
1%
Residuos 24 12,556 0,523

TABELA 12. | Antagonismoin vitro de Trichodermaspp. aFusarium oxysporum
f.sp. phaseoli. Laboratério de Microbiologia Fitopatolégica
(UFRGS), 2009.

Tratamento Crescimento vegetato® Fusarium
oxysporunt.sp.phaseoli(cm)

Controle 4,38a
TO4 1,90b
TH11 1,72b
T16 2,40b
T20 2,36b
TV21 1,82b

CV=29,765
Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram snffeikey 5%).

As colbnias dos isolados cresceram sobre as csldelausarium oxysporum
f.sp. phaseoli e possivelmente parasitando-os (Figura 5.). Essssiltados
concordam com os de Ethat al. (2001) que selecionou isolados Tiechoderma
com potencial para o controle 8elerotinia sclerotiorunpelo crescimento sobre as
colonias do patégeno. O teste indica a possibididdeluso dos isolados T04, TH11,
T16, T20 e TV21 no controle da murcha de fusariMartins-Corder & Melo (1998)
selecionaram entre 20 isoladosTd&hodermasp. 0os mais promissores para controle
de Verticillium dahliae Para isso, os autores utilizaram a escala de(B2#2), que
determina notas para a forma como o antagonista stlore o patogeno (1-
antagonista cresce por toda a placa de Petri. Btag@nista cresce sobre 2/3 da

placa, 3 — antagonista e patégeno crescem atéaalenga placa, 4 — patdégeno cresce
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sobre 2/3 da placa, 5 — patégeno cresce por todeca de Petri). Com esses
resultados, foram selecionados dois isolado$radnoderma koningi{CNP311A e
TW6) e dois isolados ddérichoderma viride (Tal-1, T15P), que reduziram
significantemente o crescimento micelial ¥erticillium dahliae em testes de
antagonisman vitro.

Usando-se dessa metodologia, todos os isolad@ltsstiurante o teste de
antagonismoin vitro com Fusarium oxysporumf.sp. phaseoli podem ser
classificados pela nota 1 — antagonista crescéogara placa de Petri, indicando que
os isolados TO4, TH11, T16, T20 e TV21 sdo promes@ara 0 emprego em

estratégias de manejo integrado.

FIGURA5. | Colbnias deFusarium oxysporumf.sp. phaseoli (controle) e
Trichodermaspp. em confronto direto para teste de antagoniamo
vitro. Laborat6rio de Microbiologia Fitopatoldgica (UFRY; 2009.
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O antagonismo deTrichoderma spp. € explicado pela producdo de
antibioticos de amplo espectro, tais como gliotaxiviridina, trichodermina,
suzucacilina, alameticina e dermatina, que témpaadade de inibir o crescimento
de outros fungos (Dennis & Webster, 1971c). Os @inos trabalhos cientificos
provando a producdo de antibidticos pgaichodermaspp. foram realizados por

Weidling (1934), que conseguiu identificar gliotoaie viridina.

4.3 Avaliacao do efeito dos principios ativos no denvolvimento de
Fusarium oxysporurhsp phaseoli

Entre as doencas do feijoeir®®h@seolus vulgarisL.), a murcha ou
amarelecimento, causada geusarium oxysporuni.sp. phaseolj se destaca como
uma das mais importantes, ja que causa reducdaastyidade em até 80%
(Echandi, 1967). O Ministério da Agricultura, Pecadée Abastecimento (MAPA)
recomenda para o controle da murcha de fusaribusafium oxysporunf.sp.
phaseol] o fungicida Captan SC (captana). Outros funggidambora néo
registrados para o patdégeno, podem reduzir desemasito da doenca. A Tabela
13. apresenta a analise da variancia dos resultaataosin vitro, utilizando cinco
concentracdes do produto comercial (Tabela 2) sébisarium oxysporunt.sp.

phaseoli
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TABELA 13. | Analise da variancia do efeito de diferentes comaefies dos
principios ativos captana, carbendazim, fluazinaprpdiona e
tiofanato metilico sobre o crescimento vegetative® Fisarium
oxysporum f.sp. phaseoli Laboratério de Microbiologi
Fitopatoldgica (UFRGS), 2009.

5

Causada |GL SQ oM F P
variacao
Tratamentog 25 260,335 10,413 530,879  Significativo
1%
Residuos 52 1,02 0,019

O experimento comprovou a eficiéncia desse produwo inibicdo do
crescimento micelial deFusarium oxysporumf.sp. phaseoli, para todas as
concentracdes testadas. Coutiehal (1999) comprovaram a redu¢édo no numero de
patdogenos em sementes de feijao tratadas com eapfaprincipio ativo reduziu
aproximadamente 15% a incidéncia Besarium graminearunem sementes de
trigo, mostrando comportamento semelhante ao d&enmesha no trabalho
desenvolvido por Garcia Juniet al (2008). Aléem de patdégenos, Pinkoskial,
(1993) relatam a inibicdo total no desenvolvimeagdrhizobium phaseotjuando o
produto foi aplicado na dose recomendada pelodaiie.

Além de captana, os principios ativos fluazinamaebendazim inibiram
completamente o crescimento @esarium oxysporunt.sp. phaseoli Pandolfo
(2007) também relata a inibicdo total no crescimetd mesmo patdogeno por
carbendazim e inibicédo parcial quando testado doaziham. Komyojiet al (1995),
estudando as propriedades biologicas de fluazidafmiram o EGy paraFusarium
oxysporumas “formae specialegucumerinune raphanicomo >100 ppm.

Os principios ativos iprodiona e tiofanato metiliém inibiram o crescimento

do patdgeno (Figura 6.).
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FIGURA 6. | Curvas de regressao y=Al*exp(-x/tl)+yQustqda aos pontas
experimentais relativos ao efeito das diferentasceotracées dos
principios ativos iprodiona e tiofanato metilicdos® o cresciment
vegetativo deFusarium oxysporuni.sp. phaseoli Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2009.

O

O principio ativo iprodiona reduziu o crescimentgetativo deFusarium
oxysporumf.sp. phaseoli mas ndo completamente, em todas as concentragfes
testadas. O desenvolvimento do patdgeno dimimomancialmente com o aumento
da concentracdo do produto comercial. Peresta al (2002) estudando a
fungitoxicidade de iprodiona sobre o crescimentoefial de fungos que se associam
com sementes de arroz, também observaram o fatgudecom o aumento da
concentracdo do produto ocorre a reducgéo do crestinmicelial do patégeno.

Concentragfes mais altas de tiofanato metilico t{phds 2 e 4) também
reduziram o crescimento do patdgeno. A partir dessmcentragdes, o principio

ativo reduz exponencialmente o crescimento do patgAs demais concentracdes
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nao interferiram no crescimento micelial Besarium oxysporuni.sp. phaseoli.O
principio ativo foi testado no controle 8etrytis cinereapor Kimuraet al (2001).
Nesse estudo o patdogeno ndo foi sensivel ao tikofameetilico, apresentando
altissimo EGp (>1000). O produto também provocou reducdo na igagao de
conidios. Entretanto, 0 mesmo principio ativo ficciente no controle déusarium
graminearum(Garcia Junior et al., 2008).

O teste com os fungicidas comprovou a eficiénciapdaduto comercial
recomendado pelo MAPA e indica os fungicidas cafthem e fluazinam como
bons controladores do patdgemovitro. A alta sensibilidade do patdogeno a esses
principios ativos € explicada, ja que esses fudgiindo tém sido utilizados
especificamente para o controle da murcha de fusagi a acumulacdo de mutantes
resistentes em populacdes fangicas depende, eutresdfatores, da pressao de
selecédo exercida pela frequéncia de aplicacdo Wgidida (Kendall & Hollomon,

1998).

4.4 Avaliacao da interferéncia dos principios ativ® nos mecanismos de

acao deTrichodermaspp.

O mercado de substancias quimicas utilizadas garantrole de pragas e
doencas é vasto. Entre as diferentes classes datpsoquimicos, os fungicidas se
destacam em numero e variedade. Entretanto, asgitéscias da sua utilizacdo nao
sdo apenas benéficas a cultura. Muitos composiosiaps sdo toxicos ao homem e
animais e, contaminam o ambiente, além de acagmetdiminuicdo do potencial de
controle biolégico (Loureiret al, 2002).

Para que se desenvolva uma tecnologia que possihilicombinacdo de

diferentes métodos de controle, € importante azeedlo de estudos sobre seus
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efeitos associados. No caso do controle biolégaccavaliacdo dos efeitos dos
diversos produtos quimicos que sdo comumente adilg no campo sobre os
agentes de biocontrole € de fundamental importand&ases estudos tém como
finalidade determinar a compatibilidade entre osdptos quimicos e o agente de
biocontrole e, se possivel, estabelecer as corgdes adequadas para cada caso

(Mello et al,, 2003).

4.4.1 Confronto direto

Entre os principais mecanismos de acdo que permésnespecies de
Trichoderma sejam utilizadas como biocontroladoras de fitopahds estdo a
competicdo por espaco e nutrientes no substratobice®, micoparasitismo,
producao de enzimas hidroliticas e competénciaférica (Infanteet al, 2009). O
crescimento micelial do antagonista é um fator rda@teante para a eficiéncia do
controle bioldgico, ja que o contato (direto ouiieth) entre o antagonista e o
patogeno € responsavel pela ativacdo desses nmecaniBor essa razao, os testes de
antagonismo séo eficientes para a selecdo de @solptbmissores ao controle
biolégico (Mariano, 1993). O teste de antagonisnmda permite mensurar o
crescimento micelial, bem como os tipos de interagdbmo hiperparasitismo,
formacdo de clamiddsporos, dentre outros (Fetrial, 2002). Dessa forma, se 0s
principios ativos de fungicidas comerciais intexfarna capacidade antagonistica de
Trichodermaspp. sua eficiéncia no controle biolégico podaresbmprometida, pela
ndo ativagdo dos mecanismos de agdo. A analiseadaneia dos resultados é

apresentada na Tabela 14.
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TABELA 14. | Analise da variancia do efeito dos principios aivoaptana
carbendazim, fluazinam, iprodiona e tiofanato nuetil no
antagonismo ddrichodermaspp. sobrdé~usarium oxysporunf.sp.
phaseoli Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (UFRG

U)

2009.
Causada |GL SQ oM F P
variacao
Tratamentog 25 344,853 13,794 6,377 Significativo
1%
Residuos 104 224,956 2,163

Os resultados da interacdo entre patdégeno e amsggom presenca dos

principios ativos séo apresentados na Tabela Henpser observado na Figura 7.

TABELA 15. | Interferéncia dos principios ativos captana, catheimn, fluazinam
iprodiona e tiofanato metilico no antagonismoTdiehodermaspp.
sobre Fusarium oxysporunf.sp. phaseolj através da medida do
crescimento vegetativo do patéogeno (cm) Laboratode
Microbiologia Fitopatolégica (UFRGS), 2009.

TO4 TH11 T16 T20 TV21
Controle 4,5ab 4,5ab 4,5ab 4,5ab 4,5ab
Captana Oc Oc Oc Oc Oc
Carbendazim 3,34abc 4,84ab 4,12ab 3,4 abc 5,18a
Fluazinam 2,54abc 3,28 abc 3,12 abc 3,62ab 2Abc
Iprodiona 1,62bc 1,58bc 1,58bc 1,62 bc 1,82 abc
Tiofanato 2,38 abc 4,74ab 4,8ab 3,08 abc 2,24 abc
metilico
CVv= 158,469

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem enpedsieste de Tukey 5%.

O principio ativo captana nao possibilitou o cremmito vegetativo de
Fusarium oxysporun.sp. phaseoli in vitro Dessa forma, podemos afirmar que a
reducao no crescimento vegetativo do patégeno®paia acdo do produto quimico
e ndo pela acdo do antagonista ou do tratamentdicado entre antagonista e
principio ativo.

O tratamento combinado entre os isolado3 wehodermaspp. e o principio
ativo carbendazim possibilitou o crescimento deetatiyo deFusarium oxysporum

f.sp. phaseolj indicando possivel desenvolvimento de resisténcigsolado, depois
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de sucessivas repicagens na presenca do printiygo @arbendazim apresenta alto
risco de resisténcia no patdégeno para diversagiespée fungos (Ghini & Kimati,
2002; Zambolimet al, 2007), como relatado por Rodrigueisal (2007) em um
estudo comGuignardia citricarpa obtidos em areas com elevada frequéncia de
aplicacdo de fungicidas benzimidazois. Esse fatte mer observado pela medida
micelial do patbgeno com o principio ativo e TVRkssa condicdo, além de inibir o
crescimento do isolado deichoderma viride o principio ativo pode estar servindo
como fonte de carbono disponivel para o crescimacgéterado do patdgeno, ja que
esse apresentou crescimento maior nessas coneigbesacao ao controle (Tabela
15.). Melo & Azevedo (1998) sugerem a utilizacdofdegicidas como fonte de
carbono por diversos fungos.

Assim como ocorreu com carbendazim, ha indicioslegenvolvimento de
resisténcia do isolado deusarium oxysporunf.sp. phaseolipara o principio ativo
fluazinam. Quando o efeito do antagonista sobratégeno foi testado na presenca
do principio ativo fluazinam e também iprodiona, sme com um reduzido
crescimento ddrichoderma,houveinibicdo no desenvolvimento do patdgeno em
relacdo ao controle. Nesse caso, ou 0 patdgenibiddrpelo principio ativo ou o
principio ativo presente no meio pode atuar comdutor da producdo de
metabolitos volateis ou antibidticos pelos isolade§richodermaspp., ja que nao
ocorre 0 contato entre os isolados do antagonistgpatégeno para que atuem as
enzimas produzidas no mecanismo de micoparasitismo.

Uma das caracteristicas das populacdes microbiénas capacidade de
adaptacdo a presenca de produtos quimicos no ambiegundo Bollag & Liu
(1990) e Racet al (1993) uma vez que 0S microrganismos estdo expaEds

quimicos, as moléculas estariam sujeitas a cinssipiidades de transformacgéo ou
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inibicdo: a) biodegradacdo em que a molécula padservir como substrato de
crescimento e energia; b) cometabolismo, em quengidida é transformado por

reacdes metabdlicas mas néo serviria como fonendegia aos microrganismos; c)
polimerizacdo ou conjugacdo, em que a molécula,sew intermediario, seria

conjugado com outros compostos presentes naturegmersolo; d) acumulacéo, em
gue a molécula seria incorporada e acumulada ddoganicrorganismos; e) efeitos
secundarios da atividade microbiana, em que o ¢idayié transformado, por causa
de mudancas no pH, reacdes redox e produtos reagmtre outros, proporcionado
pelos microrganismos.

Tiofanato metilico tem efeito sobre a acdo antajmai dos isolados de
Trichodermaspp. Quando esse principio ativo foi adicionadeor&io de cultura, o
crescimento dd-usarium oxysporunf.sp. phaseolifoi reduzido, com excecao do
isolado T16, que nao interferiu no desenvolvimedto patdgeno no tratamento
combinado com o principio ativo. Como o principtv@ ndo afeta o crescimento
dos isolados deTrichoderma spp., como relatado no item 4.1, a inibicdo no
crescimento do patégeno na presenca de tiofanat@ariaes relacionada,

principalmente, com a competi¢cdo por espaco.
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FIGURA 7. | Antagonismo entr@&richodermaspp. eFusarium oxysporuni.sp.
phaseoliem confronto direto com principios ativiosvitro. Superior:
Controle, captana, tiofanato metilico; Inferior: r@ndazim,
iprodiona e fluazinam. Segue a ordem para todossokdos.
Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (UFRG3009.

4.4.2 Metabdlitos volateis

Quando avaliada a producdo de metabdlitos volgteiss isolados de
Trichodermaspp. T04, TH11. T16, T20 e TV21 na reducao do ame=mato micelial
de Fusarium oxysporunsp. phaseoliem relagdo ao controle, observou-se reducéo

significativa no desenvolvimento do patégeno seargth para todos os isolados
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(Tabela 16.), confirmando a eficiéncia desse msoamino controle biologico. Lobo
Junior & Abreu (2000) observaram os mesmos reswdtaglando a producao de
metabolitos volateis pelos isolados TRRdchoderma viride T10- Trichoderma
aureoviride T15 —Trichoderma koningiie T26 -Trichoderma pseudokoningioi

testada para inibicdo do crescimento vegetativBdlierotinia sclerotiorum

TABELA 16. | Reducdo no crescimento micelial dreisarium oxysporunt.sp.
phaseolipela producdo de metabdlitos volateis pochodermaspp.
Laboratdrio de Microbiologia Fitopatologica (2009).

Isolados Crescimento vegetativokgsarium
oxysporumf.sp.phaseolilcm)
Controle 5,88a
TO4 3,56b
TH11 3,64b
T16 4,08b
T20 3,34b
TV21 3,72b

CV: 13,360
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem enpedsieste de Tukey 5%.
Segundo Santos (2009) a volatilidade dos agradéxio ambiente € muito
variada, assim como sua tendéncia a perda atnuzsfdfiara avaliar como a
volatilidade dos fungicidas interfere no desenvobmto deFusarium oxysporum
f.sp. phaseolj os principios ativos captana, carbendazim, fheami iprodiona e
tiofanato metilico foram avaliadds vitro. Iprodiona e carbendazim nao tiveram
efeito sobre o crescimento vegetativo do patdogenguanto 0s outros principios
ativos reduziram o crescimento vegetativo do patdgenesmo na auséncia do
antagonista. Destaca-se 0 principio ativo fluazingue reduziu aproximadamente

37% o crescimento do patogeno (Tabela 17.).
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TABELA 17. | Reducdo no crescimento micelial dreisarium oxysporunt.sp.
phaseoli pela volatilizacdo dos principios ativos captana,
carbendazim, fluazinam, iprodiona e tiofanato roetil Laboratorio
de Microbiologia Fitopatoldgica (2009).

Principio ativo Crescimento vegetativo Besarium
oxysporumf.sp.phaseolilcm)

Controle 5,88ab

Captana 4,98d

Carbendazim 5,52bc
Fluazinam 3,68e
Iprodiona 5,98a

Tiofanato metilico 5,32cd

Cv=3,882

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem enpedsieste de Tukey 5%.

Conhecendo o efeito dos metabdlitos volateis solados sobre o patégeno,
bem como dos volateis dos principios ativos sole®fei possivel fazer uma analise
da interacdo dos produtos quimicos com o agent®imkeole bioldégico mensurando
a reducdo do crescimento micelial Besarium oxysporunf.sp. phaseoli pela
producao de metabdlitos volateis.

Analisando cada principio ativo separadamente, eosuplementacdo do
meio de cultura com captana, observou-se que oraten{apenasFusarium
oxysporumf.sp. phaseolj apresentou maior crescimento vegetativo em relacs
demais tratamentos. Embora o principio ativo teapeesentado efeito sobre a
producdo de metabdlitos volateis dos isolado3rishodermaspp. nos tratamentos
em combinacdo, a acao isoladaTldehodermaspp. € mais eficiente na reducéo de

Fusarium oxysporurhsp.phaseoli in vitro(Tabela 18. e Figura 8.).
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TABELA 18. | Contraste ortogonal das médias de crescimento ategetde
Fusarium oxysporumf.sp. phaseoli submetido a diferentes
tratamentos para avaliacdo da interferéncia daipim ativo captans
na producdo de metabdlitos volateis deichoderma spp
Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (2009).

52

Contraste Valor F P>F
Fusariumvs. demais tratamentos 97,32 <0,0001
Captana VS. tratamento 18,24 < 0,0001
combinado
Captana vsTrichodermaspp. 42,82 <0,0001
Trichoderma vs. tratamento 15,53 0,0003
combinado

Captana

TV21 e captana
T20 e captana
T16 e captana

TH11 e captana
TO4 e captana

TV21
T20
T16

TH11
TO4

Captana

Tratamentc

Fusarium

0 1 2 3 4 5 6 7
Diametro da colénia déusarium oxysporuni.sp.phaseoli(cm)

FIGURA 8. | Diametro das colbnias dEusarium oxysporumf.sp. phaseoli
submetido a diferentes tratamentos para avaliagaoterferéncia do
principio ativo captana na producdo de metabdlitokteis de
Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia Fitopatologi
(UFRGS), 20009.

[¥]
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O principio ativo carbendazim nao interferiu sigaitivamente no
desenvolvimento do patdgeno (Tabela 19.), entr@tanprincipio ativo interferiu na
acdo deTrichodermaspp., 0 que pode ser observado pelo menor efeito do
metabolitos volateis produzidos pelos isolado3 iiehodermaspp. combinados com
o carbendazim. A inibicdo no crescimento vegetativgpatdégeno foi semelhante ao
mensurado em confronto apenas com carbendazinmAs&p € seguro garantir se a
inibicdo ocorre devido a acdo do antagonista olwagicida.

Como o controle apresentou a maior média de crestonvegetativo, €
possivel observar que todos os demais tratameptesemtaram efeito na reducéo de

crescimento vegetativo do patogeno (Tabela 19ger&i9.)

TABELA 19. | Contraste ortogonal das meédias de crescimento ategetde
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli submetido a diferentes
tratamentos para avaliacdo da interferéncia docipim ativo
carbendazim na producdo de metabdlitos volateiraghoderma
spp . Laboratério de Microbiologia Fitopatologi@d(9).

Contraste Valor F P>F
Fusariumvs. demais tratamentos 49,99 < 0,0001
Carbendazim vs. tratamento combinado 4,83 0,0328
Carbendazim vsIrichodermaspp. 78,31 <0,0001
Trichoderma spp. vs. tratamento 132,72 < 0,0001

combinado
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FIGURA 9. | Diametro das colbnias deEusarium oxysporumf.sp. phaseoli
submetido a diferentes tratamentos para avaliagaoterferéncia d
principio ativo carbendazim na producdo de metasoholateis d
Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica
(UFRGS), 2009.

Fluazinam foi o principio ativo que em confrontarco patégeno mais inibiu
seu crescimento (Tabela 20.). Quando foi avaliadfemo do mesmo principio ativo
em combinacdo com os isolados Techodermaspp. na produgcdo de metabdlitos
volateis, foi possivel observar que o crescimemt@atégeno manteve-se reduzido,
mostrando que fluazinam nédo tem efeito sobre augém de metabdlitos volateis
por Trichodermaspp. Quando comparada a medida do patdgeno rtaséatos
apenas conTrichodermaspp. e no tratamento combinado é possivel obemar
esse ultimo reduz ainda mais o crescimentdwagarium oxysporuni.sp. phaseoli
(Tabela 20. e Figura 10.). Esse resultado indi@ajtungicida presente no sistema
pode estar liberando volateis que atuam contrad@gprao, indicando a eficiéncia do
consércioTrichodermaspp. e fluazinam no controle #isarium oxysporunf.sp.
phaseolj sem definir a efeito do principio ativo no mesamd de producdo de

metabdlitos volateis dos isoladosTéchodermaspp.
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TABELA 20.

Contraste ortogonal das médias de crescimento ategetde
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli submetido a diferentes
tratamentos para avaliacdo da interferéncia docipim ativo
fluazinam na producédo de metabdlitos volateig dehodermaspp .
Laboratoério de Microbiologia Fitopatologica (2009).

Contraste Valor F

P>F

Fusariumvs. demais tratamentos 157,27

Fluazinam vs. tratamento combinado 2,17
Fluazinam vsTrichodermaspp. 0,00

Trichodermaspp. vs. tratamento combinado 5,99

01

< 0,0001

0,1470
9513

0,0181

Fluazinam

TV21 e fluazinam| I
T20 e fluazinam I
T16 e fluazinam I
TH11 e fluazinam ]
T04 e fuazinam| ]
TV21 | ]
T20 | ]
T16 | ]
TH11 | ]
TO4 ]
Fluazinam | )

Tratament

Fusarium

0 1 2 3 4

5

Diametro da colénia deéusarium oxysporuni.sp. phaseoli(cm)

6 7

FIGURA 10. | Diametro

(UFRGS), 20009.

das colbnias deusarium oxysporumf.sp. phaseoli
submetido a diferentes tratamentos para avaliagaoterferéncia do
principio ativo fluazinam na producdo de metabélitmlateis de
Trichoderma spp. Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgi

[«

a

O principio ativo iprodiona nédo volatilizou a poride reduzir o crescimento

vegetativo do patdégeno (Tabela 21.). Em relacéotratamento combinado,

observou-se menor diametro nas colénias do patogénaelacdo ao tratamento

apenas com o principio ativo. A maior reducdo @aow tratamento apenas com
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Trichodermaspp., tanto quando comparado ao tratamento ap@masocprincipio

ativo como ao tratamento combinado (Tabela 21ger&ill.).

TABELA 21. | Contraste ortogonal das médias de cmesoto vegetativo de
Fusarium oxysporumf.sp. phaseoli submetido a diferentes
tratamentos para avaliacdo da interferéncia docimim ativo
iprodiona na producédo de metabdlitos volatei§ dehodermaspp .
Laborat6rio de Microbiologia Fitopatologica (2009).

Contraste Valor F P>F

Fusariumvs. demais tratamentos 43,51 <0,0001

Iprodiona vs. tratamento combinado 24,36 < 0,0001

Iprodiona vsTrichodermaspp. 96,77 < 0,0001

Trichodermaspp. vs. tratamento combinado 72,07 <0,0001

Iprodiona

TV21 e iprodiona

T20 e iprodiona

T16 e iprodiona

TH11 e iprodiona

*g TO4 e iprodiona
g Tv21
S T20
= T16
TH11

TO4

Iprodiona

Fusarium

0 1 2 3 4 5 6 7
Diametro da colbnia deusarium oxysporuriisp. phaseoli(cm)
FIGURA 11. | Diametro das colonias deusarium oxysporumf.sp. phaseoli

submetido a diferentes tratamentos para avaliagaoterferéncia d
principio ativo iprodiona na producdo de metabslitmlateis d
Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia Fitopatologica
(UFRGS), 20009.
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Tofanato metilico reduziu o crescimento vegetatied-usarium oxysporum

f.sp. phaseoli(Tabela 22.). O tratamento combinado entre tidtamaetilico e os

isolados deTrichodermaspp. mostrou-se mais eficiente na reducao do ionesto

vegetativo do patégeno em relacdo a presenca amEngsincipio ativo, o que

também ocorre quando considerado apenas o tratanuamh os isolados. Se

compararmos o tratamento combinado com o tratamsgmdoas conTrichoderma

spp. € possivel observar que a maior inibicdo dégeao ocorre na auséncia do

principio ativo, entretanto essa diferenca € §liibela 22, Figura 12).

TABELA 22.

Contraste ortogonal das meédias de cmesoto vegetativo d
Fusarium oxysporumf.sp. phaseoli submetido a diferentgs
tratamentos para avaliacdo da interferéncia docipim ativo
tiofanato metilico na producdo de metabdlitos it de
Trichoderma spp . Laboratério de Microbiologia Fitopatoldgica
(2009).

D

Contraste Valor F P>F
Fusariumvs. demais tratamentos 72,66 < 0,0001
Tiofanato metilico vs. tratamento combinado 28,25 0,6001
Tiofanato metilico vsTrichodermaspp. 51,81 < 0,0001

Trichodermaspp. vs. tratamento combinado 10,63 0,0021
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Tiofanato metilico

TV21 e tiofanato metilico
T20 e tiofanato metilico
T16 e tiofanato metilico

TH11 e tiofanato metilico
TO4 e tiofanato metilico

TV21

T20

T16

TH11

T04

Tiofanato metilico
Fusarium

0 1 2 3 4 5 6 7

Diametro da coldnia déusarium oxysporuni.sp.phaseoli(cm)

Tratament

FIGURA 12. | Diametro das colonias deusarium oxysporumf.sp. phaseoli
submetido a diferentes tratamentos para avaliagaoterferéncia d
principio ativo tiofanato metilico na producéo detabélitos volatei
de Trichodermaspp. Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica
(UFRGS), 20009.

4.4.3 Producéo de enzimas hidroliticas
Todos os isolados derichodermaspp. produziram enzimas relacionadas ao

micoparasitismo no controle bioldgico de fitopatdge (Tabela 23.).
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TABELA 23. | Atividade enzimatica (U) de quitinases, glucanasgsoteases nas
culturas de Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia
Fitopatoldgica (UFRGS), 2010.

Isolados Atividade Enzimética (U)
Quitieas Glucanase* fRage**
TO4 868,6b 3407,2ns 0,66a
TH11 1152,6a 1312,3 0,46ab
T16 985,0ab 1326, 4 0,24b
T20 996,6ab 1413,7 0,37ab
TV21 1047,9ab 1441,3 0,30ab

CV (quitinase)= 10,182; CV (glucanase)= 110,339; (pidtease)= 53,518

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entrest ndo houve diferenca entre
os isolados pelo teste de Tukey 5%.

* Uma unidade de atividade enzimatica (U) corresigom liberacdo deuinol de

glicose/mL/min

** Uma unidade da atividade proteasica (U) foi defa como sendo a quantidade da
enzima requerida para produzir uma absorbanciauwhedl30 min, a 440 nm e a

25°C

Quando avaliada a producdo de quitinase, o isol&til1 apresentou maior
producdo da enzima do que os demais isolados, etogoasolado TO4 apresentou a
menor producdo dessa enzima. Ja para producaaicngkes foi semelhante para
todos os isolados. O isolado TO4 apresentou a rpacatucédo de protease enquanto
o isolado T16 apresentou a menor producédo desgaanz

De Marcoet al (2003), avaliaram a produgcdo de enzimas hidraBtipor
cepas ddrichoderma com atividade antagonistica con@énipellis perniciosa A
atividade enzimética de quitinase, N-acetilglicosamase 3-1,3-glucanase, celulase
total endoglucanase, arilf§-glucosidase, B-glucosidase, protease e amilase
aumentaram significativamente na presenca dos aiape substratos em meio de
cultura solido. Os melhores resultados foram emados pelos autores nos tempos

de 72 e 120 horas de crescimento. Esse fato refqueao tempo utilizado na
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realizacdo dos experimentos com os isolados TO41TH16, T20 e TV21 pode ter
garantido os valores da atividade enzimatica dedest nesse experimento (120
horas).

Alguns fatores podem influenciar a producdo dessagimas em
microrganismos antagonistas. A composi¢cao do meicuttura, o pH, a temperatura
e agitacdo sdo alguns desses fatores (Fleuri & 2a08). No experimento realizado
com a suplementacdo do meio com os principios gtivéo foi possivel detectar a
producao de enzimas. Como o método selecionadogpproducdo de quitinases e
glucanases usa a mensuracéo da liberacado de a;ueduntores a partir da hidrolise
da quitina coloidal e da laminarina, respectivamgeatadicdo dos principios ativos
no meio de cultura pode ter inibido a producaoedasmas pelo isolado, ou mesmo,
a presenca de outros compostos quimicos no meie frdprovocado diferentes
reacdes com o uso de acido dinitrosalicilico (DNSINd&o existem testes de
interferéncia de principios ativos na producdo dwineas hidroliticas de
Trichoderma spp. que pudessem confirmar a ineficiéncia do dwetou que

sugerissem outras metodologias para a deteccandasas.

4.4.4 Competicao por nutrientes

Chin-a-Woenget al (2003) consideram que 0S microrganismos, para se
multiplicarem, sdo altamente dependentes da dispholade de nutrientes
prontamente utilizaveis e que a competicdo é ngraade em qualquer microbiota.
Competir por nutrientes é uma das formas mais &g aniversais de antagonismo.
Microrganismos que se multiplicam rapidamente e sfige capazes de utilizar uma
gama de nutrientes mais ampla tém mais chance bievbeer e suplantar os

competidores (Duffet al, 2003) eTrichodermasp. apresenta essas caracteristicas.
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O ferro € um elemento importante e essencial naiciat de plantas e
microrganismos. Apesar de ser encontrado em abuoiedaa natureza, parece nao
existir de forma prontamente disponivel e assimilapara microrganismos
(Romeiro, 2007). Microrganismos, notadamente furgdmactérias, sdo capazes de
contornar o problema da baixa disponibilidade deofpela producao de sideréforos.
A producdo de siderdforos ja foi detectada em Ibastéentéricas, bactérias
patogénicas de humanos, animais, fungos, plantgas averdes e azuis, algas
superiores, além de bactérias fixadoras de nitiogénleveduras (Benitet al,
2002). Foi detectado também em fluidos biologi&isr(et al, 2001).

Alguns isolados dé&richodermaséo eficientes produtores de sideroforos que
capturam o ferro, ndo possibilitando o uso do entea por outros fungos (Chet &
Inbar, 1994). Os isolados T04, TH11, T16, T20 e T\@2oduziram sideroforom
vitro. A producéo de sideroforos € indicada pela mudaogaimétrica que ocorre
no meio contendo CAS (Figura 13.). Essa reacaorecdambém com o isolado
T20, entretanto a coloracdo da amostra ndo comdspoa coloracdo das demais,
sendo cinza-azulado enquanto as demais sdo anaaesimelhado, indicando a
possibilidade da producédo de diferentes tipos der&ioros pelos isolados de
Trichodermaspp (Figura 13 Cb).

A maioria dos sideréforos pode ser classificadaa@do com a sua estrutura
guimica em hidroxamatos ou fendis-catecolatos. @@ugrupos funcionais ja foram
descritos (Paz, 2005). Enquanto bactérias sédo eapd produzir sideréforos de
ambos os tipos, sider6foros do tipo hidroxamato @@mumente sintetizados por
fungos (Paz, 2005; Wilhitet al, 2001). Entretanto, existem excec¢des, como 0sS
Zygomycetes que produzem a rizoferrina, um sideodiipo policarboxilato além de

Postia placentaGloephyllum trebeame Candida albicansprodutores de compostos
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fenolatos (Paz, 2005). Nao foram encontrados tnalsahpresentando a producao de
outros tipos de sideroforos porichodermasp.

Em relacdo ao experimento realizado em meio supierde com o principio
ativo captana, nao foi possivel observar mudangaloaacdo da amostra em relagcéo
ao controle (Figura 13.). Esse fato indica que ngitida, embora nao seja

considerado toxico inibe a producéo de sideréfoossisolados dé&richodermaspp.
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FIGURA 13. | Deteccao de sideroforos em filtradoswdéura dos isolados T04 (A
T16 (B), T20 (C), TH11 (D) e TV21 (E). a — meio temdo captang
b — isolado dérichoderma c — controle. A mudanca na coloragao
do meio em relacdo ao controle indica a producasideréforos.
Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica (UFRG3)D10.

Os resultados indicam que os isolados testadosped@missores para 0
controle biologico, atuam competindo por nutriergggoduzem sideroforas vitro.

Guimaraes (2008) selecionou um isolado Taehoderma koningji produtor de
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sideroforos, que apresentou bons resultadostro para o controle d&uignardia
citricarpa.

A producéao de sideréforos foi sensivel a presencarithcipio ativo captana,
mostrando que esse principio interfere nos mecasisie producédo de sideréforos

de todos os isolados testados.



5 CONCLUSOES

O estudo da compatibilidade entre os principiogattaptana, carbendazim,
fluazinam, iprodiona e tiofanato metilico com oslaslos T04, TH11, T16, T20 e
TV21 in vitro mostrou que os principios ativos carbendazimzih&n e iprodiona
foram muito toxicos a todos os isolados, enquamtotana e tiofanato metilico
mostraram-se compativeis. Os isolados T04 e TV2dtnamam alguma sensibilidade
na concentracdo 120 g/L de captana e TH11 na ctwacén 2800 g/kg de tiofanato
metilico.

Os isolados dé@richodermaspp. testados mostraram efeito antagbnico sobre
Fusarium oxysporuni.sp. phaseoli O patdégeno foi completamente inibido pelos
principios ativos captana, carbendazim e fluaziream todas as concentracoes,
enquanto iprodiona inibiu parcialmente o crescimewegetativo deFusarium
oxysporunf.sp. phaseolie 0 mesmo efeito foi verificado nas concentragiasa da
concentracdo recomendada para tiofanato metilico.

Apenas o principio ativo iprodiona nao interferia capacidade antagdnica
dos isolados testados.

A capacidade dos isolados deichodermaspp. produzirem metabdlitos
volateis na presenca de captana, carbendazim,irfamaz néo foi reduzida.
Iprodiona reduziu a eficiéncia do controle atrawis metabodlitos volateis em

conjunto com os isolados TH11, T16, T20 e TV21. igipio ativo tiofanato
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metilico reduziu a acdo dos metabdlitos volateisT@é e TV21. Fluazinam em
conjunto com todos os isolados e tiofanato metiktn consorcio com TH11
apresentaram os melhores resultados para a inibeaescimento do patdégeno.

Todos os isolados produziram quitinases, glucanpsei®ases e sideroforos.

N&o foi possivel realizar a deteccéo de quitinaglesanases e proteases em
meio suplementado com os fungicidas

O principio ativo captana interfere na producasideroforos.

Dessa forma, € possivel constatar que todos le&ladeTrichodermaspp.
sédo afetados pelos principios ativos testados ocqomgromete o seu potencial de
biocontrole e recomendacdo de uso no campo, nerekside mais estudos nesse
sentido.

Sendo assim, até que se conheca a interferénciaridofpios ativos testados
sobre os isolados dErichodermaspp. ndo se recomenda a utilizacdo dos produtos
comerciais a base derichodermasp. em controle integrado com fungicidas que

tenham esses principios ativos.



6 PERSPECTIVAS

A aplicacdo concomitante de produtos quimicosoduyins biologicos
em campo pode ser determinante na eficiéncia dimaterde doencas em plantas, ja
que a interferéncia dos principios ativos nos tadade antagonistas ou produtos
comerciais ndo € conhecida. Ha alguns anos véno siesgnvolvidas pesquisas que
colaborem para o0 entendimento da forma de interagAtte quimicos e
microrganismos, entretanto, a falta de padronizag&otestes e a dificuldade de se
aplicar o que ocorre no campo em um experimantovitro ndo garante a
confirmacao dos resultadosvitro quando projetados ao campo.

Essa pesquisa possibilitou conhecer melhor a er@tia de principios
ativos sobre isolados deichodermaspp. Os isolados T04, TH11, T16, T20 e TV21
mostraram-se promissores como antagonist&asgarium oxysporurfisp. phaseoli.

Entretanto, a acao de fungicidas sobre os mecagsidmacao desses isolados
ainda ndo pode ser garantida, necessitando de mmsmglisas para confirmar a
toxicidade dos principios ativos captana, carbendafluazinam, iprodiona e
tiofanato metilico sobr&richodermaspp. A falta de uma metodologia padronizada
para os testes de toxicidade ainda dificultam argifio de um resultado conclusivo,
principalmente para a deteccdo de enzimas hidw@diti utilizando reagentes

especificos, que possibilitem reagcfes enziméaticesmm em meios suplementados
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com principios ativos. Dessa forma, aumentam assilpbdades de repetir
experimentos em diferentes condi¢cdes e ambientes.

A sensibilidade ddrichodermaspp. também deve ser testada na presenca de
outros principios ativos e a interferéncia dessesoetros mecanismos de acao
também podem ser estudados. Para se tracar urhduerfisolados e espécies com
maior compatibilidade com produtos quimicos € irntgue que os isolados testados
sejam identificados

Ainda, para complementar essa pesquisa, 0s isotilasn ser testados em
casa de vegetacdo, na presenca dos principioss apgca que se observe o
comportamento dos mesmos em condicdes adversas.

Depois de conhecidos os resultadositro ein vivo, podera ser estabelecido
um padrdo para a aplicacdo de produtos biologicosestratégias de manejo

integrado.
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ANEXO |

TABELA 1. | Resultados do efeito dos principios asiveaptana, carbendazim, fluazinam,
iprodiona e tiofanato metilico sobre os mecanisa®sacdo ddrichodermaspp.
Laboratério de Microbiologia Fitopatologica (20091D).
Crescimeto Esporulagdo Confronto Producdo de Produgdo  Producao
vegetativo Direto metabolitos de enzimas de
volateis hidroliticas  sider6foros
Captana Reduz Aumenta IND* Reduz NO** Reduz
Carbendazim Reduz Reduz IND Reduz NO NO
Fluazinam Reduz Reduz IND IND NO NO
Iprodiona Reduz Reduz IND Reduz NO NO
Tiofanato Neutro Aumenta/  Neutro Reduz NO NO
metilico Neutro

*IND= indefinido; *NO= ndo observado
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