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RESUMO

O feijdo (Phaseolus vulgaris) para os brasileiros é de extrema importancia, pois esté incluso
diariamente na alimentacdo da maioria da populacdo. Varios fatores afetam negativamente a
produtividade desta cultura, em destaque a incidéncia e severidade de doencas. Uma das
principais é a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), que pode causar dano total da
producdo e depreciacdo do produto final. O estudo e desenvolvimento de novas estratégias para
0 manejo integrado da antrachose podem reduzir o custo de produgdo e consequentemente
reduzir os impactos ambientais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de fungos do
género Trichoderma em testes in vitro (antagonismo, producao de compostos volateis e ndo
voléteis) para controle de C. lindemuthianum, avaliar a eficiéncia de fungos endofiticos, acido
salicilico, fosfito de cobre, acibenzolar-S-metilico e fungicida para controle da antracnose em
plantas de feijdo em casa de vegetacdo e campo, além de analisar a qualidade sanitéria de
sementes. Houve controle da antracnose em plantas de feijdo com o uso de produtos
alternativos. Os fungos endofiticos T. viride e T. tomentosum inibiram o crescimento micelial
de C. lindemuthianum nos trés testes realizados in vitro. Em casa de vegetacdo, T. viride, T.
tomentosum, &cido salicilico, acibenzolar-S-metilico e fungicida foram eficazes, porém fosfito
de cobre ndo foi eficiente no controle da antracnose. Em campo todos os produtos testados
foram eficientes para redugdo da severidade da antracnose. A incidéncia de antracnose foi
reduzida em sementes oriundas de todos os produtos testados, quando comparados a
testemunha.

Palavras chaves: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, Trichoderma spp., &cido
salicilico, fosfito de cobre, acibenzolar-S-metilico, azoxistrobina + difenoconazol.



ABSTRACT

The bean culture (Phaseolus vulgaris) for Brazilians is extremely important, because it is
included daily in the diet of most of the population. Several factors negatively affect the
productivity of this crop, with emphasis on the incidence and severity of diseases. One of the
main ones is anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum), which can cause total production
damage and depreciation of the final product. The study and development of new strategies for
the integrated management of anthracnose can reduce the cost of production and consequently
reduce the environmental impacts. The objective of this study was to evaluate the efficiency of
the Trichoderma fungi in vitro test (antagonism, production of volatile and non-volatile) for
control of C. lindemuthianum, evaluate the efficiency of endophytic fungi, salicylic acid, copper
phosphide, acibenzolar -S-methyl and fungicide to control the anthracnose in bean plants in
greenhouse and field, besides analyzing the sanitary quality of seeds. There was control of
anthracnose in bean plants with the use of alternative products. The endophytic fungi T. viride
and T. tomentosum inhibited the mycelial growth of C. lindemuthianum in the three tests
performed in vitro. In greenhouse, T. viride, T. tomentosum, salicylic acid, acibenzolar-S-
methyl and fungicide were effective, but copper phosphite was not efficient in the control of
anthracnose. In the field all the products tested were efficient to reduce the severity of
anthracnose. The incidence of anthracnose was reduced in seeds from all tested products when
compared to the control.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, Trichoderma spp., salicylic
acid, copper phosphite, acibenzolar-S-methyl, azoxystrobin + difenoconazole.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) possui grande importéncia para o Brasil,
envolvendo aspectos que vao desde o habito cultural até questdes de seguranca alimentar. O
feijao é considerado um alimento saudavel, seu consumo é um habito generalizado na sociedade
brasileira, configurando-se como um item importante da cesta basica (CONAB, 2018).

Entre os fatores que limitam a produtividade da cultura do feijdo estdo a correcéo do
solo, adubacdo, arquitetura da planta, competicdo com plantas daninhas, ocorréncia de pragas,
em especial, a incidéncia e severidade de doencas (SILVA; WANDER, 2013). Dentre as
principais doengas que ocorrem na cultura do feijdo estd a antracnose, causada por
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn. Lams. Scrib), que pode causar dano total da
producdo, além da depreciacdo da qualidade do produto final (QUEIROZ et al., 2018).

No manejo integrado de doencas podem ser empregadas varias estratégias, como a
adocdo de rotacdo de culturas, cultivares resistentes, controle biol6gico e controle quimico por
meio de fungicidas. Todavia, a utilizacdo indiscriminada de agrotoxicos pode acarretar em
contaminacdo ambiental, contaminacdo de trabalhadores e animais, além da selecdo de
populacdes resistentes de fungos aos fungicidas o qual consequentemente eleva o custo de
producdo da cultura (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).

O desenvolvimento de novas tecnologias que permitam reduzir o custo de producéo e
também proporcionem o aumento do espectro de componentes para o controle de doencas €
uma estratégia para a producdo agricola brasileira. Por conseguinte, os estudos de alternativas
para o controle de doencas, que vao além do classico controle quimico, sdo de extrema
importancia (BALLARE, 2014; BORSATO; DI PIERO; STADNIK, 2010; DILDEY, 2017).

Desta forma, a utilizacdo de agentes bioldgicos, a nutricdo mineral e o uso de produtos
alternativos sdo escolhas promissoras para o controle de doencas em plantas, além de que 0s
impactos ao meio ambiente e a saide humana sdo menores em relagdo aos produtos quimicos
utilizados, como os fungicidas (DUTTA et al., 2014; KUMAR, 2014; SHARMA et al., 2017
ZAMBOLIM; VENTURA; ZANAO JUNIOR, 2012).
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia de produtos alternativos aplicados em plantas de feijdo para controle

da antracnose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar caracteristicas antagonistas dos fungos endofiticos Trichoderma viride e
Trichoderma tomentosum por meio de cultivo pareado, teste de compostos volateis e ndo
volateis para controle de Colletotrichum lindemuthianum in vitro.

Verificar viabilidade de fontes alternativas para controle da antracnose em feijdo em
casa de vegetacao.

Verificar viabilidade de fontes alternativas para controle da antracnose em feijao em
campo.

Averiguar a sanidade de sementes obtidas apds a aplicacao de produtos para o controle

da antracnose em condigdes de campo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CULTURA DO FEIJAO

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta originaria da América Latina, cultivado
principalmente nas regiGes tropicais e subtropicais do globo. Sua importancia esta atrelada a
sua relevancia como objeto de seguranca alimentar. O feijdo € uma importante fonte de
proteinas para as populacGes de paises em desenvolvimento, sobretudo para as classes de menor
renda (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Os principais paises produtores de feijoes sdo india e Mianmar (16%), Brasil (13%),
Estados Unidos, México e Tanzania (5%), e China (4%). No Brasil, estima-se que a cada 10
habitantes, sete consomem feijao diariamente, com média de consumo de 19 quilos “per capta”
ao ano (GADAGA et al., 2017).

A producdo de feijao no Brasil possui algumas particularidades quando comparada a de
outros gréos. Ao contrario do que ocorre com a soja (Glycine max (L.) Merril) e o milho (Zea
mays (L.)), a maior parte da producédo (em torno de 70%) é proveniente da agricultura familiar.
Ocorrem trés safras por ano, a safra das “aguas” ou a 1* safra, safra da “seca” ou 2° safra e por
ultimo a safra de inverno que também pode ser conhecida por safra de 32 época ou safra irrigada.
O fato de o gréo ser cultivado por todo o pais, em varias safras, garante que durante todo o ano,
em alguma parte do territério nacional, tenha feijdo sendo colhido ou semeado (BARBOSA,;
GONZAGA, 2012; CARVALHO et al., 2014; SILVA; WANDER, 2013).

Segundo a CONAB (2018), a estimativa nacional de area semeada com feijdo para a
primeira safra de 2018/19 é de 960,7 mil hectares, com reducdo de 8,8% em relacdo a safra
passada. O feijdo tipo preto € o terceiro mais cultivado durante a primeira safra, atras dos
cultivos de feijdo dos tipos cores e caupi, com area de 171,8 mil hectares. Neste periodo, ha
reducdo no cultivo de feijdo, pois a cultura estd competindo por area com soja e milho, fazendo
0 produtor escolher pela cultura de melhor rentabilidade.

O feijdo € uma leguminosa que se adapta a diferentes condi¢des edafoclimaticas, o que
permite o seu cultivo durante todo o ano, em quase todos os estados brasileiros, possibilitando
constante oferta do produto no mercado. Entretanto, esta ampla adaptabilidade tem favorecido
0 surgimento de pragas e, principalmente, de doencas que comprometem a produtividade e a
qualidade do produto final (BONETT et al., 2006).
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3.2 ANTRACNOSE

A antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Lams.
Scrib € a principal doenca flngica da cultura do feijdo. E uma doenca devastadora em regides
com temperaturas moderadas e alta umidade relativa do ar, podendo causar danos de até 100%
no rendimento de grdos em cultivares altamente suscetiveis e comprometendo a qualidade das
sementes (PADDER et al., 2017).

A doenca pode ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento, mas é durante a fase de
plantula que ocorre maior suscetibilidade ao patdgeno, pois os tecidos sdo pouco lignificados.
As lesdes da antracnose podem ocorrer nos cotilédones, hipocétilo, nas folhas, caule, ramos,
vagens e sementes (CAMPA et al., 2014).

O agente causal da antracnose pode ocasionar sintomas em todos os 6rgaos da parte
aérea da planta, o que dependera da intensidade da doenca. No caule e no peciolo, as lesdes sdo
deprimidas e escuras, podendo se aprofundar no tecido infectado se as condi¢cdes ambientais
sdo favordveis. Os sintomas mais caracteristicos nas folhas surgem na face abaxial com
escurecimento ao longo das nervuras. Lesdes arredondadas, inicialmente de coloragédo marrom-
clara, evoluindo para lesGes deprimidas e escuras com o centro mais claro sdo observadas nas
vagens. Quando as condicBes sdo favoraveis, desenvolve-se no centro das lesbes uma massa
résea devido a producéo de esporos do fungo (PAULA JUNIOR et al., 2015).

A antracnose esta amplamente distribuida em todo territorio brasileiro, mas
principalmente nos Estados do Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, em que sdo
encontradas as condi¢bes ambientais favoraveis para sua ocorréncia, como temperaturas mais
baixas a moderadas e alta umidade relativa, nas quais o patégeno pode se disseminar
intensamente a partir de plantulas jovens infectadas e proporcionar danos nas lavouras, além de
comprometer a qualidade das sementes (PEREIRA et al., 2018).

A ampla variabilidade da espécie C. lindemuthianum estd correlacionada ao fator
limitante para o controle da antracnose em feijao. Ao todo, ja foram identificadas
aproximadamente 114 ragas deste fungo. No Brasil ha ocorréncia de mais de 50 delas, porém
0s patétipos mais frequentes sdo identificados como 65, 73, 77, 81 e 87 (PAULA JUNIOR et
al., 2015).

Sementes contaminadas pelo fungo constituem a principal forma de sobrevivéncia e
disseminacdo de C. lindemuthianum para areas indenes, representando ameaga durante o

estabelecimento da cultura e o patdogeno também pode sobreviver em restos culturais. A
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disseminacdo secundaria ocorre principalmente por respingos de &gua e pelo vento (SILVA,
POZZA; MACHADO, 2013; SINGH; SCHWARTZ, 2010).
A utilizacdo de variedades resistentes € uma alternativa importante que colabora para
a diminuicdo de danos causados pelo patdgeno. Apesar disso, a ampla variabilidade patogénica
apresentada pelo fungo C. lindemuthianum impossibilita a obtengéo de variedades com niveis
de resisténcia duraveis (DI PIERO; GARDA, 2008). Contudo, algumas alternativas como o
controle bioldgico e os métodos de controle alternativo séo promissores e de grande importancia
para 0 manejo de fitopatégenos em diversas culturas (DILDEY, 2017).
Medidas complementares como tratamento de sementes com fungicida, remoc¢éo dos
restos culturais e rotacdo de culturas utilizando espécies ndo hospedeiras, como por exemplo o
milho, e a utilizacdo de agentes de controle biolodgico, podem apresentar resultados promissores

para o controle da antracnose em plantas de feijdo (WENDLAND et al., 2016).

3.3 CONTROLE

Entre os principais métodos para controle da antracnose em feijdo estdo o controle
quimico e o uso de cultivares resistentes. Todavia, o controle quimico com fungicidas pode
causar contaminacgéo do solo, ambiental e humana, enquanto que a resisténcia das plantas nas
cultivares pode ser quebrada por diferentes agentes patogénicos. Essas preocupacoes
estimularam o desenvolvimento de novas tecnologias (GADAGA et al., 2017).

Novas alternativas para o controle das doencas estdo substituindo o uso de produtos
quimicos (fungicidas) e colaborando para uma agricultura moderna e mais sustentavel, com
intuito de proteger as plantas e conservar um sistema de defesa contra doengas menos
dependente dos agrotoxicos (BALLARE, 2014; BORSATO; DI PIERO; STADNIK, 2010). Por
isso, uma das possibilidades do controle alternativo € o controle bioldgico e a inducdo de
mecanismos de defesa existentes nas plantas (MORAES, 1992).

Medidas alternativas de controle de doencas tém sido buscadas como a utilizacdo de
indutores de resisténcia, fosfitos, fungos endofiticos, 4cido salicilico, entre outros (ARAUJO;
MENEZES, 2009; DUTTA et al., 2014; GADAGA et al., 2017; YAO; TIAN, 2005).

3.3.1 Inducéo de resisténcia

As plantas superiores ndo possuem um sistema imunolégico como 0s animais, mas
elas sdo favorecidas de um sistema inato de defesas contra os patdgenos, constituido por um
aparato estrutural e bioquimico que garante sua protecdo (CAVALCANTI; PEREIRA,;
RIBEIRO JUNIOR, 2014).



17

Algumas estruturas citologicas, como a parede celular, compdem obstaculos a
infeccdo por fungos, executando importante papel na resisténcia a doengas. Da mesma maneira,
alguns metabdlitos, toxicos ou parcialmente toxicos, podem ser sintetizados ou modificados no
tecido vegetal com o inicio do processo infeccioso (AHUJA; KISSEN; BONES, 2012; MA;
YAMAII, 2006). Estes mesmos mecanismos que concedem resisténcia aos fitopatdgenos,
podem ser desencadeados por estimulos quimicos e sdo conhecidos como indugdo de resisténcia
(GONTHIJO NETO, 2015).

A resisténcia do hospedeiro a um microrganismo patogénico pode ser definida, sob o
aspecto fisioldgico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subsequente atividade do patégeno em seus tecidos. O sistema de defesa vegetal é
multicomponente, atuando de maneira dindmica e coordenada, no momento e local apropriados
e com magnitude adequada (GOODMAN; KIRALY; WOOD, 1986).

Essa complexidade funcional, espacial e temporal inicia-se com o reconhecimento,
pelo hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes do patdgeno ou de elicitores previamente
aplicados na planta, continua com os mecanismos de transducdo desses sinais e resulta em
extensa reprogramacado do metabolismo celular vegetal (WALTERS et al., 2005).

A resisténcia induzida, que explora a defesa natural de plantas, pode ser proposta como
uma abordagem alternativa, ndo convencional e ecolédgica para protecdo de plantas. A sua
introducédo na prética agricola pode minimizar a utilizagéo do controle quimico, contribuindo
para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (EDREVA, 2004).

A inducdo de resisténcia leva a um aumento do nivel de resisténcia por meio da
utilizacdo de agentes externos, sem qualquer alteracdo no genoma da planta (STADNIK, 2000).
Esse aumento da resisténcia ocorre de maneira nao especifica, por meio da ativacao de genes
que codificam para vérias respostas de defesa na planta, entre elas estdo as proteinas
relacionadas a patogénese PR-proteinas (quitinases e glucanases), enzimas na rota de sintese de
fitoalexinas (fenilalanina amonia liase - PAL), acimulo de lignina em tecidos circunvizinhos
ao local de penetracdo dos microrganismos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005).

As moléculas capazes de desencadear qualquer resposta de defesa nas plantas sdo
conhecidas como elicitores e podem ser de origem bidtica ou abidtica (SMITH, 1996). As
moléculas elicitoras da resisténcia induzida possuem natureza variada, 0 que inclui
glicoproteinas, peptideos, glicolipideos e oligossacarideos presentes em fragmentos de parede
celular, os quais podem ser encontrados em extratos de tecido vegetal lesionado ou em filtrados
fangicos (BOLLER; FELIX, 2009; CAVALCANTI et al., 2007).
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3.3.1.1 Fungos endofiticos

O termo endofitico esta relacionado com todos os organismos (bactérias, fungos, algas,
virus, insetos) que vivem de forma mutualistica com a planta hospedeira. Os fungos endofiticos
sdo aqueles que habitam plantas sem causar sintomas de doenca visiveis e podem resultar em
efeitos benéficos para as plantas (SCHULZ; BOYLE, 2005).

A relacdo entre fungos endofiticos e vegetais apresenta elevada complexidade, o que
dificulta o entendimento dos mecanismos de acdo e os beneficios envolvidos nessa interagéo.
Evidéncias constantemente apresentadas relacionam a capacidade desses fungos em promover
protecdo as plantas hospedeiras, seja pelo controle direto de fitopatégenos ou pela inducéo de
resisténcia (DUTTA et al., 2014).

Nas interacdes, 0s microrganismos produzem ou induzem a producgdo de metabdlitos
secundarios que podem conferir diversas vantagens, como a inducdo de resisténcia pela
ativacdo de mecanismos de defesa, 0s quais estdo ausentes ou presentes em baixos niveis na
planta. (HAMMERSCHMIDT; KUC, 1995; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2000 citados por PASCHOLATI et al., 2008).

Os mecanismos de controle bioldgico podem ocorrer simultaneamente durante todo
ciclo de vida do microrganismo antagonista. A capacidade para produzir substancias e o efeito
destas pode variar entre diferentes espécies e inclusive mesmo entre isolados da mesma espécie
(PAPAVIZAS, 1985; RIDOUT; COLEY-SMITH; LYNCH, 1988).

Os principios dos mecanismos de controle baseiam-se em relagdes antagbnicas, como:
amensalismo, predacdo, parasitismo, inducdo de resisténcia ou pela producdo de metabdlitos
que inibem o desenvolvimento do outro. Entre eles, o parasitismo parece ser 0 mecanismo mais
eficiente de antagonismo (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).

Espécies de Trichoderma sdo habitantes do solo muito comuns, que exercem
antagonismo a varios fitopatogenos (MASSOLA JUNIOR, 2018). As formas de acio dos
isolados de Trichoderma spp. no antagonismo a fungos fitopatogénicos sao: antibiose,
hiperparasitismo, competicao e inducdo de defesa do hospedeiro (MACHADO et al., 2012).

Pesquisas demonstram que os efeitos de Trichoderma em plantas inclui inducéo de
resisténcia local ou sistémica. As cepas mais utilizadas mostraram a capacidade de colonizar e
crescer em associa¢do com raizes de plantas (GAJERA et al., 2013).

O fungo Trichoderma é o agente de biocontrole de doencas de plantas mais estudado

e utilizado no Brasil e no mundo. As quitinases produzidas por algumas espécies de
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Trichoderma sdo as enzimas chave no processo de lise das paredes celulares durante a acdo
micoparasitica contra fungos patogénicos (BETTIOL et al., 2009).

O antagonismo de Trichoderma spp. € explicado pela producdo de antibioticos e
metabolitos secundarios, de amplo espectro que tém a capacidade de inibir o desenvolvimento
de outros fungos. Além desses compostos, esse microrganismo produz enzimas, como celulase
e hemicelulase, as quais degradam materiais lignoceluloliticos e causam lise na parede de
células de fungos patogénicos (DENNIS; WEBSTER, 1971; NAHER et al., 2014).

Ha relatos que espécies de Trichoderma produzem varios compostos secundarios,
incluindo antibidticos antibacterianos e antifungicos, como policetideos, pironas e terpenos. Os
metabolitos secundérios, incluindo antibidticos, podem desempenhar papéis importantes na
resposta de defesa, simbiose ou inibicdo da formacdo e germinacdo de esporos
(SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998).

Muitas espécies de Trichoderma sdo reconhecidamente produtoras de metabdlitos
secundarios, volateis e ndo-volateis, os quais apresentam amplo espectro de acdo
antimicrobiana. E notavel o envolvimento de linhagens dessas espécies flngicas também na
ativacdo de mecanismos de defesa da planta e na regulacdo do crescimento vegetal, além de
atuarem na complexa interacdo entre microrganismos no ambiente. Tais metabdlitos, cuja
producdo é atribuida a varios genes, sdo excretados nas fases de crescimento e esporulacdo
(ISAIAS et al., 2014).

3.3.1.2 Acido salicilico

O &cido salicilico, assim denominado ap6s ser encontrado na casca do salgueiro branco
(Salix alba L.), ¢ um horménio natural. Possui ampla distribui¢do na planta, como nas folhas e
estruturas reprodutivas, com participacdes funcionando como regulador de crescimento,
desenvolvimento, amadurecimento e senescéncia (TAIZ et al., 2017). Trata-se de um composto
fenolico simples que induz a expresséo de proteinas relacionadas com a patogénese nas plantas
a qual ira agir principalmente contra patogenos biotréficos (KUMAR, 2014).

Entre outras fungdes, o acimulo desse hormdnio, parece estar mais envolvido na
defesa de plantas, contra-ataques de microrganismos como fungos, bactérias e virus. Neste caso,
0 &cido salicilico funciona como elicitor, ou seja, um sinalizador de mecanismos de defesa em
plantas, que restringe a infeccdo do patdgeno em uma pequena area ao redor do ponto de
penetracdo inicial onde aparece a lesdo necrotica, que é feita por células suicidas, denominada
de reacdo sensitiva, que conduz a resisténcia sistémica adquirida (CASTRO; KLUGE; PERES,
2005).
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A aplicagdo exogena do &cido salicilico induz o mecanismo da resisténcia sistémica
adquirida, que por sua vez, envolve uma série de eventos que se iniciam no momento da
interacdo planta/patdgeno ou do tratamento com sinalizadores, culminando com a emissao de
sinais moleculares dirigidos para outras partes da planta, promovendo entdo a reducdo da
severidade da doenca (KERBAUY, 2012).

Alguns resultados experimentais sugerem que o &cido salicilico atua como sinal em
respostas locais e na resisténcia sistémica adquirida. Entre as respostas estdo a ativacdo de genes
que codificam enzimas como peroxidase, superdxido-dismutase e proteinas relacionadas a
patogénese e que além disso, constatou-se que a aplicacdo desse &cido em plantas induz
resisténcia contra varios patégenos, e que os vegetais podem sintetiza-lo, acumulé-lo sob certas

condic¢des metabolicas e transporta-lo no floema (BARROS et al., 2010).

3.3.1.3 Acibenzolar-S-metilico

A ativagdo de mecanismos de defesa nas plantas, como a resisténcia sistémica
adquirida, também pode ser induzida apds o tratamento com produtos quimicos, como
acibenzolar-S-metilico (ASM). O ASM guando usado como agente de protecéo de plantas tem
um risco toxicoldégico muito baixo para 0 meio ambiente em comparagdo com os fungicidas
comumente usados para controlar varias doencas (TRIPATHI; YU-LIN; KUMAR, 2010).

O ASM ¢é um produto quimico pertencente ao grupo dos benzotiadiazoles (BTH),
considerado como um analogo funcional do &cido salicilico. E utilizado para proteger varias
plantas contra um amplo espectro de patdgenos, incluindo fungos, bactérias e virus. Nao se trata
de um produto com atividade antimicrobiana direta, pois induz a produg@o de compostos para
autodefesa da planta, interferindo em seus processos fisioldgicos e bioquimicos. Pode ser
aplicado em pulverizacdo foliar ou no solo, tratamento de sementes e até mesmo aplicacdo em
frutos poés-colheita (COLE, 1999; KNIGHT et al., 1997; MYRESIOTIS; VRYZAS;
PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 2014).

E capaz de ativar defesas das plantas, fazendo com que a planta ative mecanismos de
prevencdo contra o ataque de determinados patdgenos. Essa inducédo de resisténcia é baseada
principalmente na ativacao de genes cuja expressao resulta na producao de proteinas tais como
peroxidases, glucanases e quitinases, bem como na producéo de fitoalexinas e modificacGes na
parede celular pela lignificacdo, conferindo resisténcia ao ataque de fitopatdgenos
(KESSMANN; OOSTENDORP; STAUB, 1996; WROBEL-KWIATKOWSKA et al., 2004).
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3.3.1.4 Fosfito

Na tentativa de praticar uma agricultura com menor contaminacao por agrotdxicos,
medidas de controle ndo convencionais podem ser tomadas, como utilizar produtos alternativos
que estdo disponiveis no mercado. A maioria dos produtores utiliza grandes quantidades de
agrotoxicos para o controle de doencas de plantas, ndo considerando que a nutricdo mineral tem
papel importante no controle destas (REUVENI, 1997).

Plantas que sofrem com estresse de nutrientes sdo mais suscetiveis enquanto que
aquelas com nutricdo adequada tornam-se tolerantes ou resistentes as doencas. Essa resisténcia
das plantas esta relacionada a sua genética, ou seja, a capacidade de a planta expressar sua
resisténcia genética a um determinado patdgeno é fortemente afetada pela nutricdo mineral
(ZAMBOLIM; VENTURA; ZANAO JUNIOR, 2012).

Os fosfitos, originarios da neutralizacdo do acido fosforoso (H3POs3), sdo Uteis na
gestdo das doencas das plantas. A utilizacdo de fosfito de potassio inibe o crescimento de hifas
fangicas, atuando diretamente como uma toxina no patégeno e também pode ser eficaz no
controle de varios agentes patogénicos. Os fosfitos também podem controlar indiretamente
patdgenos estimulando a inducdo de resisténcia nas plantas através da producéo de fitoalexinas
(GUEST; GRANT, 1991).

Daniel e Guest (2006) demonstraram como ocorreu 0 processo de inducdo de
resisténcia em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., que foi tratada com fosfito de potéssio e
inoculada com Phytophthora palmivora (Butler) Butler. A inibicdo do patdégeno foi uma
consequéncia da liberacdo de superdxidos, seguida de uma reacdo de hipersensibilidade e

acumulo de compostos fendlicos.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na Universidade Estadual de Ponta Grossa,
conduzidos em laboratorio, casa de vegetacdo e a campo na Fazenda Experimental Capéo da

Onca.

4.1 EXPERIMENTOS in vitro

Os experimentos in vitro consistiram em analises do efeito antagdnico e producéo de
compostos volateis e ndo volateis dos fungos endofiticos T. viride e T. tomentosum sobre o
crescimento do fungo fitopatogénico C. lindemuthianum. Os experimentos foram conduzidos
no laboratdrio e repetidos trés vezes.

O isolado de C. lindemuthianum foi obtido do Instituto Bioldgico de Séo Paulo,
cultivado em meio de cultura Batata - Dextrose - Agar (BDA) em tubo de ensaio. Este foi
repicado em placa de Petri, com meio BDA logo apds sua chegada, para posterior multiplicacéo
e inicio dos experimentos. As placas com as col6nias permaneceram incubadas em camara tipo
BOD a 25°C % 2, no escuro. Apds o crescimento do fungo, algumas col6nias foram
fragmentadas em discos de aproximadamente 5 mm de didmetro e armazenadas pelo método
de Castellani (CASTELLANI, 1963), para manter sua patogenicidade.

Os fungos endofiticos T. viride e T. tomentosum foram isolados de plantas daninhas
(Brachiara plataginea, Rumex obtusiolius L., Sida rhombifolia L., Euphorbia heterophylla L.)
por Pittner (2017), no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Centro Oeste
(UNICENTRO), Campus Guarapuava. Os fungos também foram multiplicados e armazenados
pelo método de Castellani.

Para o estudo do efeito antagbnico foi utilizada a técnica de cultivo pareado em placas
de Petri (DENNIS; WEBSTER, 1971). Discos de 5 mm de didmetro de col6nias dos fungos
endofiticos e do fungo fitopatogénico, previamente cultivados em meio BDA, foram colocados
em lados opostos, equidistantes, em placas contendo meio de cultura BDA. Placas contendo
somente o patdgeno serviram de testemunha.

Para avaliacdo da produgédo de metabdlitos volateis foram utilizadas duas placas de
Petri contendo meio BDA. Em uma foi colocado um disco de cultura do patdgeno e em outra
placa um disco de cultura do antagonista. A placa com o patdgeno ficou sobreposta a placa com
0 antagonista e estas foram envolvidas por filme plastico. A testemunha consistiu de uma placa
contendo o patdgeno sobreposta com outra placa contendo somente o0 meio BDA (DICK;
HUTCHINSON, 1962, citados por MARIANO, 1993).
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A avaliacdo da producdo de metabdlitos ndo volateis foi realizada pelo método do
papel celofane, que consiste na transferéncia de um disco de colonia do antagonista para o
centro de placas de Petri contendo meio BDA, sobreposto por papel celofane transparente
lavado e esterilizado (GIBBS, 1967 citado por MARIANO, 1993). Apss sete dias da
transferéncia do antagonista para a superficie do papel celofane, o papel com o crescimento
aderente foi retirado da placa e foi transferido um disco de coldnia do patégeno para o centro
da placa. A testemunha consistiu no cultivo do patégeno apds a retirada do celofane, sem a
prévia sobreposi¢cdo do antagonista.

As placas com as colOnias dos trés testes foram mantidas em camara tipo BOD a 25°C
+ 1. O delineamento utilizado foi inteiramente aleatorizado com 3 tratamentos (T. viride, T.
tomentosum e testemunha) e 10 repeticdes para cada teste, na qual cada placa de Petri contendo
as coldnias foi considerada uma repeticdo. Para todos os testes foram realizadas as medicOes
diérias dos raios em dois eixos diametralmente opostos, com auxilio de régua milimetrada.

Ao fim de cada experimento foi realizado o céalculo proposto por Campanile; Ruscelli

e Luisi (2007) para determinacédo do percentual de inibicdo do crescimento micelial (PICM).

PICM = x 100

Na qual T = crescimento da testemunha e C = crescimento do patdgeno que recebeu o
tratamento.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram transformados em

arc sen /(x + 0,5)/100 e as analises foram realizadas com auxilio do software estatistico
SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

4.2 EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo, repetidos duas vezes. O
primeiro experimento teve inicio no dia 27 de outubro de 2017 e o segundo no dia 20 de abril
de 2018.

Foi utilizada a cultivar BRS Esteio, que ¢ uma cultivar do grupo preto, com ciclo
normal (de 85 a 90 dias), resisténcia ao acamamento e alto potencial produtivo. Nos
experimentos de campo mostrou-se moderadamente resistente a ferrugem (Uromyces
appendiculatus (Pers.) Unger) e antracnose e moderadamente suscetivel a murcha de Fusarium

(Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Kendrick & Snyder)). E suscetivel & mancha angular
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(Pseudocercospora griseola Sacc.) Crous & Braun), crestamento bacteriano comum e virus do
mosaico dourado (PEREIRA et al., 2014).

Duas sementes foram semeadas em cada vaso com capacidade de 3 litros de volume
com solo tipo terra preta, com utilizacao de adubo tipo MAP (mono amdnio fosfato), com dose
de 21 mg por vaso. Apés a emergéncia foi mantida apenas a planta mais vigorosa em cada vaso.
O delineamento experimental utilizado foi de blocos aleatorizados, com 7 tratamentos e 5
repeticdes, sendo dois vasos com uma planta considerada uma repeticao.

Os tratamentos foram pulverizados quando as plantas de feijdo estavam no estadio
vegetativo V3 (primeiro trifolio desenvolvido). Os produtos dos respectivos tratamentos
(Tabela 1) foram pulverizados no primeiro trifélio, com o segundo trifélio (em
desenvolvimento) protegido com copo plastico, com finalidade de evitar o contato do mesmo
com o produto que estava sendo aplicado. Para todos os tratamentos foram aplicados 20 mL de
calda em cada planta com auxilio de pulverizador manual e na testemunha foi aplicado apenas

agua destilada.

TABELA 1 - Produtos pulverizados em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) cultivadas em casa de vegetacdo e
respectivas doses. Ponta Grossa — PR, 2018.

TRATAMENTO COMPOSICAO DOSE
Trichoderma viride conidios 1,60 x 108 conidios mL*
Trichoderma tomentosum conidios 1,60 x 108 conidios mL*
Acido Salicilico C7He03 10 mmol L
Bion® acibenzolar-S-metilico (ASM) 25gha?
Amistar Top® azoxistrobina + difenoconazol 500 mL ha't
Fosfito de Cobre N 11%; P205 22%; S 1,76%; Cu 4% 1000 mL ha

Fonte: SEAB (2018).

A inoculacgdo da suspensao de conidios do patdégeno C. lindemuthianum foi realizada
trés dias apos a aplicacdo dos tratamentos. Para a producéo do in6culo, discos de meio BDA (5
mm de didmetro) contendo micélio do fungo foram colocados na superficie de vagens de feijao,
previamente esterilizadas, cujas bases foram inseridas em meio agar-agua contido em tubos de
ensaio (DALLA PRIA et al., 1997).

Esses tubos foram alocados em camara BOD a 25°C + 2, no escuro por periodo de 10
dias. Apds o crescimento micelial e a producdo de acérvulos contendo conidios, adicionou-se
agua destilada esterilizada aos tubos para se obter a suspensdo de conidios. A suspenséo foi
filtrada em gaze dupla e ajustada para a concentragdo de 3,40 x 108 conidios mL™* em camara
de Neubauer.

As plantas foram inoculadas por aspersdo da suspensdo de conidios com auxilio de

pulverizador manual (Figura 1). Apds a inoculacéo os vasos foram colocados dentro de sacos
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plasticos transparentes umedecidos e mantidos em temperatura ambiente por periodo de 48
horas, segundo metodologia utilizada por Stangarlin e Pascholati (2000).

FIGURA 1 - Plantas de feijao (Phaseolus vulgaris) cultivadas em casa de vegetacdo para verificacdo do controle
de Colletotrichum lindemuthianum com segundo trif6lio protegido com copo plastico no momento
da aplicacdo dos tratamentos (A) e cAmara Umida para viabilizagdo de infec¢do (B). Ponta Grossa -
PR, 2018. Fonte: o autor.

A avaliacdo da severidade da antracnose teve inicio com o aparecimento dos primeiros
sintomas nas folhas e foi realizada segundo a escala diagramatica (Figura 2), com intervalo de
cinco dias nas folhas cotiledonares até o quarto trifdlio, totalizando 10 avalia¢cbes. Com os dados
de severidade foi calculada a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) pela

férmula proposta por Shaner e Finney (1977).

n
i+n1 T Vi
AACPD = Z [(%) * (t + ti)]
i=1

Na qual y1 e y» sdo duas avaliacbes consecutivas realizadas nos tempos t1 e to,
respectivamente e n é igual ao nimero total de observagoes.

Os valores de AACPD foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do software SASM-Agri
(CANTERI et al., 2001).
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FIGURA 2 - Escala diagramatica de severidade da antracnose em feijdo causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (porcentagem de area foliar coberta por sintomas). Fonte: Godoy et al. (1996).

4.3 EXPERIMENTO EM CAMPO

O experimento foi conduzido na Fazenda Escola Capéao da Onca pertencente a UEPG
(Ponta Grossa- PR), localizada a 25°5°49” de latitude sul, 50°3°11” de longitude leste e altitude
de 1.025 m acima do nivel do mar.

O clima predominante na regido, segundo o sistema de classificacdo de Kdppen é tipo
Cfb, com verdes frescos e ocorréncia de geadas frequentes durante o inverno, sem estacdo seca
definida. As temperaturas maximas e minimas sdo de 22 e 13°C, respectivamente, com
precipitacdo média anual de 1.600 a 1.800 mm, onde 0s meses mais secos sao junho e julho
com média de 100 a 125 mm e agosto com 75 a 100 mm. Estes mesmos meses também séo
considerados os mais frios, com média de 13 a 14°C (IAPAR, 2018).

A semeadura do feijdo ocorreu no dia 09 de fevereiro de 2018, em sistema de
semeadura direta na palha, com espacamento entre linhas de 0,45 m e populacédo de 15 plantas
m~, resultando numa populagdo de 300.000 plantas ha?®. A emergéncia das plantas foi
observada 10 dias ap0s a semeadura.

O delineamento experimental foi o aleatorizado em blocos, com 7 tratamentos e 5
repeticOes, totalizando 35 parcelas com area total 22,4 m2 (3,2 x 7 m) e 12 m2 de éarea util (2,4
x 5 m). A cultivar utilizada foi a BRS Esteio, mesma utilizada nos experimentos em casa de
vegetacao.

O controle de plantas daninhas foi realizado com herbicida tepraloxidim (Aramo®, 0,1
L i.a ha) aos 15 dias apds a emergéncia (DAE) e aos 36 DAE com herbicida bentazona
(Basagram 480%, 720 g i.a ha') + fomesafem (Flex®, 250 g i.a ha). O controle de pragas foi
realizado 30 DAE com imidacloprido + bifentrina (Galil®, 62,5 + 12,5 g i.a hal).
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Os tratamentos utilizados (Tabela 2) foram aplicados com pulverizador costal de
pressdo constante (COz), dotado de uma barra com quatro pontas jato plano leque (XR 11002°)
espacadas de 0,50 m (Figura 3). A presséo foi de 3 kg cm”, com vazéo aproximada de 200 L
hal. As aplicacdes ocorreram aos 16 DAE (estadio V3 — emissdo do 1° trif6lio), 23 DAE
(estadio V5 — emissdo do 5° trifolio), 30 DAE (estadio R5 — pré-floracdo) e 40 DAE (estadio

R7 — formagé&o das vagens).

TABELA 2 - Produtos pulverizados em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) cultivadas em campo e respectivas
doses. Ponta Grossa — PR, 2018.

TRATAMENTO COMPOSICAO DOSE
Trichoderma viride conidios 1,60 x 106 conidios mL*
Trichoderma tomentosum conidios 1,60 x 106 conidios mL*
Acido Salicilico C7He03 10 mmol L
Bion® acibenzolar-S-metilico (ASM) 25gha?
Amistar Top® azoxistrobina + difenoconazol 500 mL ha't
Fosfito de Cobre N 11%; P205 22%; S 1,76%; Cu 4% 1000 mL hat

Fonte: SEAB (2018).

Foram realizadas sete avaliacbes de severidade de antracnose, estimando a
porcentagem de tecido foliar atacado, com auxilio de escala diagramatica (Figura 2). As
avaliacdes foram realizadas aos 16, 23, 30, 44, 51, 58 e 65 DAE. Para tais avaliacdes foram
analisadas as folhas do terco inferior, médio e superior de 10 plantas das quatro linhas centrais
de cada parcela. Com os dados de severidade foi calculada a AACPD (SHANER; FINNEY,
1977).

Ao fim do ciclo da cultura, realizou-se mensuracdo dos componentes de rendimento,
plantas por metro, vagens por planta e grdos por vagem. Apo6s, foi realizada a colheita
mecanizada das plantas da area Util das parcelas para realizacdo da estimativa da produtividade
(kg ha™).

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do software SASM-Agri (CANTERI et
al., 2001).



28

FIGUR - Area eperimenta a cultura do eijéo (haseolus';ﬂlgf‘ié), Ioéafd Fazenda Escola Capéo da
Onga. Ponta Grossa - PR, 2018. Fonte: o autor.

4.4 QUALIDADE SANITARIA DE SEMENTES

As sementes colhidas a campo foram submetidas ao teste de patologia pelo método de
incubacdo em rolo de papel (MAPA, 2009).

Foram utilizadas 200 sementes para cada tratamento, divididas em quatro repetices
de 50 sementes. As sementes foram dispostas individualmente sobre duas folhas de papel para
teste de geminacgdo (28 x 38 cm) esterilizadas e umedecidas com agua destilada e esterilizada
(Figura 4). Ap0s a distribuicdo das sementes, uma terceira folha foi utilizada para cobri-las e
formar um rolo, o qual foi fechado com auxilio de um elastico. Todos os rolos foram incubados
em camara para germinacdo com temperatura de 20°C + 2, com atmosfera proxima a saturacéo,
no escuro por periodo de sete dias.

A avaliacgdo foi realizada examinando-se individualmente todas as sementes, com a
retirada de seu respectivo tegumento e contabilizando-se as sementes que possuiam sintomas
tipicos de infeccdo por C. lindemuthianum. A identificacdo foi realizada a olho nu, com auxilio

de uma pinga, sendo a incidéncia expressa em porcentagem.

FIGURA 4 - Sementes de feijdo (Phsolus vulgaris) dispostas em folhas de papel germinagdo para avaliacdo da
qualidade sanitaria pelo método de incubag@o em rolo de papel. Ponta Grossa - PR, 2018. Fonte: o
autor.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias quando
significativas foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados de



29

sanidade de sementes foram transformados em arc sen /(x + 0,5)/100 e as analises foram

realizadas com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS in vitro

O periodo de avaliagdo do crescimento micelial do fungo Colletotrichum
lindemuthianum foi de sete dias para os trés testes, com mensuracdo do tamanho das col6nias
diariamente. Os fungos endofiticos (T. viride e T. tomentosum) afetaram o fungo patogénico C.
lindemuthianum em todos os testes.

Para o teste de efeito antagdnico dos fungos endofiticos sobre o fungo patogénico
verificou-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos utilizados (Tabela 3). O
fungo T. tomentosum obteve maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo
patogénico, diferindo-se de T. viride e ambos diferiram da testemunha, quando avaliados
diariamente. Em média, os fungos endofiticos diferiram apenas da testemunha, sem diferencas

entre si.

TABELA 3 - Inibicdo (%) do crescimento micelial quanto ao antagonismo dos fungos Trichoderma viride e
Trichoderma tomentosum exercido sobre o fungo Colletotrichum lindemuthianum. Ponta Grossa —

PR, 2018.
DIAS DE AVALIACAO
TRATAMENTOS 2 30 40 5o 69 70 MEDIA
C. lindemuthianum x T. tomentosum 73,47a* 80,00a 78,71a 756la 6742a 6194a 72,86a
C. lindemuthianum x T. viride 65,89b 83,25a 71,37b 63,35b 5830b 54,68b 66,14a
Testemunha 0,00c 0,00b 0,00c 000c 0,00c 0,00c 0,00b
C.V. (%) 11,20 16,65 8,89 6,54 6,23 7,14 12,00

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Dados originais, para analise foram transformados em arc sen /(x + 0,5)/100; C.V.= coeficiente
de variacéo.

Observou-se que a maior porcentagem de inibi¢do ocorreu no terceiro dia de avaliacao,
com 83,25% para o fungo T. viride e 80,0% para o fungo T. tomentosum, ou seja, o fungo
patogénico cresceu apenas 16,75% e 20,0%, respectivamente. Porém, em média ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os fungos endofiticos.

Apos o terceiro dia, a porcentagem de inibicdo dos fungos endofiticos sobre o
patogénico diminui para ambos tratamentos até o final das avalia¢cGes ao sétimo dia. Isso pode
ser explicado pelo fato de que fungos do género Trichoderma apresentam indice de velocidade
de crescimento micelial (IVCM) muito acelerado, ja os do género Colletotrichum apresentam
IVCM inferior. Com IVCM acelerado, os fungos endofiticos ja haviam ocupado a maior parte
da placa de Petri ao fim do experimento.

As colonias de ambos fungos endofiticos tornam-se esverdeadas com o passar do

tempo (Figura 5), resultado de intensa esporulacdo. Com isso, a col6nia torna-se velha e
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consequentemente ocorre a reducdo da porcentagem de inibigdo do fungo patogénico. Pode-se
observar também que os fungos endofiticos ndo crescem sobre o fungo patogénico, ou seja,
provavelmente ha producdo de substancias pelos fungos endofiticos que impedem o
crescimento do patdgeno, ndo havendo micoparasitismo entre 0s organismos.

Em estudo realizado por Sharma et al. (2017) também observaram redugdo do
crescimento de Colletotrichum capsici (Syd. & P. Syd.) e Colletotrichum truncatum (Schwein)
por T. harzianum quando realizado o teste de pareamento em placas, ndo se constatando

crescimento do fungo endofitico sobre os patogénicos.

Colletotrichum

Trichoderma viride Trichoderma lindemuthianum

tomentosum Antagdnico Testemunha

Antagonico

e Trichoderma tomentosum exercido sobre o fungo Colletotrichum lindemuthianum. Ponta Grossa
— PR, 2018. Fonte: o autor.

Para Duffy; Schouten e Raaijmakers (2003) os antagonistas empregam mecanismos
diferentes de dominio nas interacbes com patdgenos, 0s quais apresentam distintas respostas
para neutralizar o antagonismo. J& Howell (2003) cita que a melhor maneira de se obter um
potencial agente de biocontrole talvez seja isolar espécies de Trichoderma de solos em areas
em que haja plantas da cultura e a doenca em questdo esteja ocorrendo. Este método de cultivo
para averiguar 0 antagonismo entre microrganismos € de extrema importancia para selecéo de
isolados com maior atividade antagonica e de micoparasitismo (MELLO et al., 2007).

O crescimento e enrolamento de hifas sdo fatores importantes na interacdo parasitica,
porém por si s6 ndo garantem o sucesso do controle bioldgico (ALMEIDA et al., 2007).
Determinados autores mencionam que a acgao sinérgica é atribuida a producédo de enzimas e
antibioticos possa explicar tal sucesso. O interesse principal € nos compostos que proporcionem
atividade antibidtica e que, possivelmente, estdo envolvidos na eficacia do isolado atuar como
agente de biocontrole (REINO et al., 2008).
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A diversidade e o nimero de substancias encontradas produzidas por espécies de
Trichoderma sdo admiravelmente altos, incluindo enzimas liticas e hormonios, além de varios
metabolitos secundarios com funcdes bioldgicas importantes (LORITO et al., 2010). Em quase
90% das utilizacdes de antagonistas no controle de fungos patogénicos séo utilizadas diferentes
espécies/linhagens de Trichoderma e um dos principais mecanismos de acdo destes
microrganismos é a antibiose (BENITEZ et al., 2004; REINO et al., 2008).

Nos testes realizados por Sundaramoorthy e Balabaskar (2013), a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ((Sacc.) Snyder &
Hansen) pelo antagonismo de diferentes espécies de Trichoderma pelo método de cultivo
pareado foi de apenas 39,12% quando se utilizou T. viride, contrariando os resultados deste
presente trabalho.

Na avaliacdo da suscetibilidade de C. lindemuthianum aos compostos volateis
produzidos pelos fungos endofiticos testados, verificou-se que houve diferencas significativas
apenas entre os endofiticos e a testemunha tanto nas avaliaces diarias quanto na média final
(Tabela 4).

TABELA 4 - Inibicdo (%) do crescimento micelial quanto a producédo de compostos voléateis pelos fungos
Trichoderma viride e Trichoderma tomentosum exercido sobre o fungo Colletotrichum
lindemuthianum. Ponta Grossa — PR, 2018.

DIAS DE AVALIACAO

TRATAMENTOS 2 3 2 5 & o MEDIA
C. lindemuthianum x T. tomentosum 78,57 a* 70,14a 54,18a 47,91a 40,71a 39,71a 55,20a
C. lindemuthianum x T. viride 72,36a 6511a 5255a 47,40a 39,95a 39,00a 52,73a
Testemunha 0,00b 0,00b 000b 000b 0,00b 000b 0,00b
C.V. (%) 1569 2181 20,01 20,89 20,09 20,37 22,66

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia. Dados originais, para analise foram transformados em arc sen / (x + 0,5)/100; C.V.= coeficiente
de variago.

A maior porcentagem de inibicdo micelial de ambos fungos endofiticos foi verificada
no segundo dia de avaliacdes, na qual T. tomentosum resultou em 78,57% e T. viride em 72,36%
de inibicdo do patdgeno. Neste teste também houve diminuicdo da porcentagem de inibicdo
com o decorrer dos dias, como averiguado no teste para o efeito antagénico. Estes dados
confirmam a maior interagdo antagonica para inibicdo de C. lindemuthianum verificada nos
estudos de pareamento anteriormente discutidos.

Isaias et al. (2014) avaliaram a suscetibilidade de Sclerotium rolfsii (Sacc) e
Verticillium dahliae (Kleb) aos metabdlitos volateis e ndo volateis secretados por isolados de
Trichoderma e verificaram que houve variagdo no percentual de inibigdo do crescimento

micelial desses patogenos. Os resultados demonstram que houve reducdo de crescimento em
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torno de 60% do fungo S. rolfsii quando submetido a alguns isolados apenas. Ja para V. dahlie,
todos os isolados de Trichoderma mostraram acdo inibitoria de 80%, aproximadamente.

Os resultados obtidos por Bonett et al. (2013), avaliando o efeito de compostos volateis
produzidos por diferentes espécies de Trichoderma sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum musae (Berk & Curtis), demonstraram que o isolado de T. viride apresentou
maior porcentagem de inibi¢do do patdgeno com média de 57,20%.

Néo foi observada nenhuma inibicdo no crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum ((Lib.) de Bary) quando utilizado T. tomentosum por Qualhato et al. (2013),
sugerindo que os metabolitos volateis produzidos por essa espécie ndo possuem nenhum efeito
sobre o crescimento micelial do fungo patogénico. No entanto, os metabdlitos volateis desta
espécie foram efetivos em inibir o crescimento de Fusarium solani (Mart.) Sacc e Rhizoctonia
solani (Kuhn), corroborando com os resultados deste trabalho no qual os compostos volateis
produzidos por T. tomentosum foram eficazes na inibicdo do crescimento de C.
lindemuthianum.

Quando se analisa a secrecdo de compostos ndo volateis pelas espécies de
Trichoderma, conclui-se que houve alta inibicdo do fungo patogénico com apice no segundo
dia de avaliacdo (Tabela 5), na qual T. tomentosum e T. viride foram similares (89,40 e 83,87%
de inibicdo respectivamente).

A partir do terceiro dia houve decréscimo da inibicdo para ambos os fungos testados.
Porém, houve diferencas estatisticas entre os fungos testados nas avaliacdes diarias, sendo o
fungo T. tomentosum com maiores porcentagens de inibicdo. Na média geral, ndo foram

observadas diferencas estatisticas significativas entre os dois fungos endofiticos.

TABELA 5 - Inibicdo (%) do crescimento micelial quanto a producdo de compostos ndo volateis pelos fungos
Trichoderma viride e Trichoderma tomentosum exercido sobre o fungo Colletotrichum
lindemuthianum. Ponta Grossa — PR, 2018.

DIAS DE AVALIACAO

TRATAMENTOS 2 30 40 5o 69 70 MEDIA
C. lindemuthianum x T. tomentosum 89,40 a* 89,42a 87,20a 79,13a 72,31a 67,70a 80,86a
C. lindemuthianum x T. viride 83,87a 81,42b 81,30b 7427b 69,50b 6529b 7594a
Testemunha 0,00b 0,00c 000c 0,00c 000c 0,00c 0,00b
C.V. (%) 20,33 12,23 4,15 2,85 2,36 2,60 11,64

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia. Dados originais, para analise foram transformados em arc sen /(x + 0,5)/100; C.V.= coeficiente
de variacéo.

Os resultados obtidos por Isaias et al. (2014) demonstraram que ha producgédo de
compostos volateis e ndo volateis por espécies de Trichoderma que inibiram o crescimento

micelial de microrganismos patogénicos, porém tais microrganismos podem ser suscetiveis aos
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compostos ou ndo. No presente trabalho, fica claro que o fungo C. lindemuthianum é sensivel
aos compostos volateis (Tabela 4) e ndo volateis (Tabela 5) produzidos pelas espécies de
Trichoderma testadas.

Raza et al. (2013) verificaram que os compostos ndo volateis produzidos por T.
harzianum SQR-TO037 inibiram significativamente o crescimento micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. niveum (Smith). Em outro experimento, Joshi et al. (2016) verificaram que
compostos ndo volateis produzidos por 33 espécies diferentes de Trichoderma inibiram em
torno de 40 - 55% o crescimento micelial do fungo Colletotrichum falcatum (Went), agente
causal da podriddo vermelha em cana de agucar.

Ajith e Lakshmidevi (2010) relataram a diminuicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum capsici (Syd.) Butler Bisby, fungo responsavel pela antracnose em pimentdes,
pela producdo de compostos volateis e ndo volateis por espécies de Trichoderma spp.
Compostos como n-alcanos, &cidos graxos, alcoois, ésteres, compostos contento enxofre e
derivados de benzeno foram identificados em culturas de T. harzianum e T. atroviride
(SIDDIQUEE et al., 2012).

5.2 EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

As avaliacdes de severidade da antracnose em casa de vegetacao tiveram inicio com o
aparecimento dos primeiros sintomas aos trés dias ap6s a inoculacdo do patégeno no 1°
experimento e cinco dias apds a inoculacdo no 2° experimento, onde a severidade apresentou-
se mais baixa que na 12 repeticdo do experimento.

Em ambos os experimentos os sintomas foram observados primeiramente nas folhas
cotiledonares, progredindo para os trifélios conforme a planta se desenvolvia. No primeiro
experimento, as condi¢cdes de temperatura eram mais propicias para o desenvolvimento tanto
do patégeno quanto das plantas de feijdo dentro da casa de vegetacdo (Anexo A).

Observou-se que na 12 repeticdo do experimento (Tabela 6) todos os tratamentos foram
estatisticamente iguais e diferiram apenas do tratamento fosfito de cobre, que apresentou maior
AACPD em relacao aos demais até mesmo superior que a testemunha.

Estes resultados contrariam os obtidos por Gadaga et al. (2017), onde os autores
aplicaram diferentes formulagdes de fosfito e avaliaram a severidade da antracnose em casa de
vegetacdo, tendo como resultado que todos os produtos aplicados ocasionaram reducdo da
doenga e menores AACPD que a testemunha. Hennipman (2017) constatou diminui¢do da
severidade de mancha angular em plantas de feijdo em casa de vegetacdo utilizando fosfito de

cobre, resultados estes que contariam os obtidos neste trabalho.
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TABELA 6 - Area abaixo da curva de progresso de Colletotrichum lindemuthianum em plantas de feijio
(Phaseolus vulgaris) em casa de vegetacdo. Ponta Grossa — PR, 2018.

TRATAMENTO 1° EXPERIMENTO 2° EXPERIMENTO
Trichoderma viride 166,56 b* 23,63d
Trichoderma tomentosum 193,53 b 30,25d
Acido Salicilico 229,63 b 41,20 ¢
Acibenzolar-S-metilico (Bion®) 212,66 b 38,85¢
Azoxistrobina + difenoconazol (Amistar Top®) 267,01 b 40,23 ¢
Fosfito de cobre (Strong®) 389,68 a 81,28 a
Testemunha 200,89 b 53,13 b

C.V (%) 20,59 17,82

*Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. C.V.= coeficiente de variacéo.

Para 0 2° experimento as plantas que receberam o tratamento T. viride e t. tomentosum
foram as que apresentaram menor severidade (Tabela 6), diferindo-se estatisticamente demais
tratamentos. Os tratamentos acido salicilico, acibenzolar-S-metilico e fungicida nao diferiram
entre sim, mas foram estatisticamente superiores a testemunha e ao fosfito de cobre. O
tratamento fosfito de cobre apresentou maior AACPD em relacéo aos demais, como observado
no 1° experimento.

As condicBes climaticas no periodo em que o segundo experimento foi realizado nédo
foram as mais favoraveis. Mesmo nas condicdes da casa de vegetacdo, as temperaturas ndo
foram adequadas para o desenvolvimento das plantas de feijdo nem para a doenca (Anexo A).

A esporulagéo e a infecgéo do hospedeiro por C. lindemuthianum sdo favorecidas por
temperaturas entre 13 e 27°C e, para germinacdo de conidios, € necessaria umidade relativa
superior a 92%. Temperaturas acima de 28°C tendem a reduzir o nimero e o tamanho das lesdes
(DALLA PRIA; SILVA,; 2010). Neste contexto, podem ocorrer danos na estrutura e fisiologia
de conidios e apressorios, reprimindo o crescimento do fungo de forma que, acima de 33°C,
pode ndo ocorrer infeccdo (DALLA PRIA; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2003; GARCIA
etal., 2007).

A capacidade dos agentes de biocontrole reconhecerem e mediarem eventos
moleculares na presenca de um potencial hospedeiro é de suma importancia para a implantacéo
de suas armas contra seu hospedeiro predador. A nivel molecular, Trichoderma spp. é
conhecido por exibir diferentes respostas transcriptémicas em diferentes estagios de interacdo
contra seus hospedeiros (ATANASOVA et al., 2013).

Em experimento realizado em casa de vegetacao para controle da antracnose em feijéo,
Dildey (2014) utilizando 21 isolados de Trichoderma, observou que todos os isolados

controlaram eficazmente a doenca diferindo da testemunha. Trichoderma strigosum (1B 28/07)
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proporcionou protecdo sisttmica de plantas de feijdo a C. lindemuthianum em funcéo da
concentracdo de inoculo utilizada, em casa de vegetacdo (PEDRO et al., 2012).

De Meyer et al. (1998) aplicaram T. harzianum T30 sete dias antes da inoculacéo de
Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel, em alface, tomate, pimentéo, fumo e feijao, e observaram
reducdes significativas da doenga em todas as culturas. Em plantas de feijdo, os autores
relataram reducgé@o de 35% na severidade da doenca, e, como ndo encontraram o fungo nas
folhas, eles atribuiram a diminuicdo dos sintomas da doenca a inducgédo de resisténcia ativada
pelo antagonista.

Surekha et al. (2014) afirmam que a aplicacdo de T. viride pode elicitar uma série
respostas de defesa nas plantas como acimulo de fendis, inducdo de enzimas, deposicdo de
lignina, entre outros. Os autores recomendam a utilizacdo deste fungo endofitico como
alternativa promissora aos fungicidas quimicos, minimizando o impacto ambiental e garantindo
o controle de doengas em plantas.

As plantas apresentam elaborados mecanismos de protecdo contra patdégenos, mas
guando hé aplicacédo exdgena de &cido salicilico, ha tendéncia de aumento desses compostos de
defesa, de forma a restringir a propagacéo de infec¢des fangicas, bacterianas ou virais por meio
da reacdo de hipersensibilidade (TAIZ et al., 2017). Este mecanismo por sua vez, pode levar a
resisténcia adquirida, principalmente quando fornecido nos estadios iniciais da cultura
(WALTERS; RATSEP; HAVIS, 2013).

Em trabalho realizado por Pittner (2016), com duas cultivares de trigo em casa de
vegetacao, a aplicacdo de T. tomentosum, &cido salicilico e acibenzolar-S-metilico acarretou na
diminuicdo da severidade da mancha marrom (Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker) em
relacdo a testemunha, porém o melhor resultado foi alcancado com a aplicacdo do fungicida
(azoxistrobina + tebuconazol).

O produto a base de acibenzolar-S-metilico (Bion®) nio possui a¢do fungistatica como
os fungicidas e desenvolve um papel semelhante ao &cido salicilico na via de transducéo do
sinal que leva a resisténcia sisttmica adquirida da planta contra patogenos (YAMAGUCHI,
1998). A diminuicdo da severidade de doengas em fungdo do uso deste produto esta relacionada
ao aumento da atividade de enzimas que exercem ac¢ao antimicrobiana e protecdo antioxidativa
(ANDRADE et al., 2013).

Em experimento realizado em casa de vegetacdo, Gontijo Neto et al. (2016)
observaram que plantas de feijdo tratadas com ASM apresentaram severidade apenas 10,30%

menor que tratamento onde ndo houve controle da antracnose. Ja as plantas que foram
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pulverizadas com fungicida (tiofanato metilico + epoxiconazol + piraclostrobina) obtiveram
reducdo de 54,60% no progresso doenca.

O controle do crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Xap.)) em feijdo com o uso de ASM e Bacillus cereus (Frank & Frank.) foi eficaz. O uso do
produto quimico ocasionou reducdo de 79% da doenca, ja em contrapartida a bactéria utilizada
como controle bioldgico reduziu apenas 37% a severidade da doenca (KUHN; PASCHOLATI,
2010).

Resultados alcangcados por Moraes; Maringoni e Lima (2004) demonstram que a
aplicacdo de ASM em plantas de feijao, em casa de vegetacéo, foi ineficiente tanto para induzir
resisténcia & murcha de curtobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
(Hedges)) na cultivar suscetivel (IAC Carioca), como para incrementar os niveis de resisténcias
nas cultivares resistentes (IAC Akyta e IAC Carioca Piatd). Esses resultados contrariam com
os deste trabalho, uma vez que as aplicagdes do produto resultaram em controle mediano da
antracnose, o qual se igualou estatisticamente ao melhor tratamento (T. viride).

5.3 EXPERIMENTO EM CAMPO

A primeira avaliacdo foi realizada antes da primeira aplicacdo dos produtos (17 DAE)
onde ndo se constatou a presenca da doenca. Os primeiros sintomas da antracnose foram
observados na segunda avaliagéo, aos 24 DAE.

As plantas que receberam aplicacdo dos tratamentos T. viride, T. tomentosum, ASM e
fungicida (azoxistrobina + difenoconazol) apresentaram as menores severidades e diferiram
estatisticamente dos demais (Tabela 7). Os tratamentos acido salicilico e fosfito de cobre
acarretaram em controle da antracnose, diferindo-se apenas da testemunha.

Os resultados alcangados em casa de vegetacdo e campo foram semelhantes. Nota-se
que os valores da AACPD obtidos na casa de vegetacdo na primeira repeticdo dos experimentos
(Tabela 6) foram maiores que os constatados sob condi¢des de campo (Tabela 7).

A precipitacdo durante o periodo de conducdo do experimento a campo foi
relativamente baixa (Anexo a). Houve intervalos de dias em que néo foi registrada nenhuma
precipitacdo, ao contrério do que ocorreu na casa de vegetacdo, onde h4 sistema de irrigagdo
por aspersdo. Essas condic¢Ges desfavorecem o patdgeno C. lindemuthianum, pois este necessita
de alta umidade para esporulacgéo e infec¢do do hospedeiro (DALLA PRIA; SILVA, 2010).

A utilizacdo de bioagentes para controle de doencas também pode ser realizado pelo
tratamento de sementes. Amin; Teshele e Tesfay (2014) constataram reducdes significativas na
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severidade da antracnose em feijdo em condic¢des de campo com o uso de T. harzianum e T.
viride, com reducéo de 65,90 e 57,90%, respectivamente, quando comparado com a testemunha.
Neste pressente trabalho, o tratamento com T. viride resultou em reducdo da doenca, porém

diferiu apenas da testemunha.

TABELA 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) em campo, safra 2017/18. Fazenda
Escola Capéo da Ongca, Ponta Grossa — PR, 2018.

TRATAMENTO AACPD
Trichoderma viride 114,35 ¢c*
Trichoderma tomentosum 116,39 ¢
Acido Salicilico 143,20 b
Acibenzolar-S-metilico (Bion®) 121,02 c
Azoxistrobina + difenoconazol (Amistar Top®) 127,93 ¢
Fosfito de cobre (Strong®) 146,25 b
Testemunha 186,29 a
C.V (%) 10,61

*Meédias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. C.V.= coeficiente de variagao.

Analises indicam que respostas bioquimicas associadas sdo essenciais para entender o
mecanismo de controle bioldgico realizado por T. viride e que o controle de doencas esta
relacionado com a resisténcia sisttmica. Surekha et al. (2014) afirmam que o controle de
Fusarium oxysporum (Schldtl.) e Alternaria alternata (Fr.) Keissl. em plantas feijao-da-china
(Vigna mungo L. Hepper) com aplicacbes de T. viride estd correlacionado com inducdo de
enzimas de defesa (peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina-aménio liase) e contetdo
fendlico total.

O emprego de &cido salicilico pode ser uma alternativa para auxiliar o controle de
doencas em plantas. Campos et al. (2004) verificaram que a aplicacdo de acido salicilico na
concentracédo de 0,01M em plantas de feijéo fez com que a atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase, e também o teor de compostos fenolicos aumentasse, acarretando em controle
da antracnose em diferentes cultivares de feijdo. No presente trabalho, o uso deste produto
ocasionou reducéo da severidade, diferindo-se da testemunha e corroborando os dados obtidos
no trabalho citado anteriormente.

O produto contendo ASM foi descoberto e caracterizado como um anélogo funcional
do &cido salicilico, o qual possui funcéo de ativar as defesas latentes pré-existentes nas plantas,
as quais irdo protege-las de ataques de patégenos (DALLAGNOL et al., 2006; KNIGHT et al.,
1997).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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Segundo Kessmann; Oostendorp e Staub (1996) o acido salicilico proporciona nas
células das plantas a producdo de proteinas que sdo especificas e relacionadas a patogénese,
como B-1,3 glucanase e quitinase, que sdo capazes de degradar a parede celular de fungos
patogénicos as plantas. Alguns estudos tém demonstrado que o ASM pode interferir nos
processos bioquimicos e fisiologicos das plantas, como a sintese de proteinas que € capaz de
ativar a resisténcia sistémica aos patégenos (SOARES; MARINGONI; LIMA, 2004).

O desempenho do tratamento com fosfito de cobre neste trabalho foi satisfatorio para
o0 controle da antracnose em feijdo, com AACPD menor estatisticamente que a testemunha e
comportando-se semelhantemente ao &cido salicilico. Truylio (2015) ndo observou efeito
positivo do fertilizante foliar no controle da antracnose em feijao sob condig¢Ges de campo.

O uso de fosfito na agricultura esta se tornando cada vez mais constante, uma vez que
esses compostos, sustentaveis, ndo causam impacto ambiental, fornecem nutricdo para planta,
visto que sdo tipos de fertilizantes, por apresentarem alta solubilidade em &gua, sdo absorvidos
mais rapidamente por raizes e folhas (RIBEIRO JUNIOR et al., 2006). Existem dois modos de
acao dos fosfitos relacionados ao controle de doencas de plantas, acdo direta na inibi¢do do
crescimento dos patdgenos quando estes entram em contato com o fosfito acumulado nos
tecidos das plantas e o estimulo da defesa das plantas, na auséncia ou presenca dos patégenos
(DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE, 2010; WALTERS; NEWTON; LYON, 2014).

O emprego de fosfito de potéssio reduziu a severidade da ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) na cultura da soja com uma ou duas aplicacdes e
quando aplicado ap0s a pulverizacdo dos fungicidas piraclostrobina + epoxiconazol, tiofanato
metilico + flutriafol e tebuconazol (NEVES; BLUM, 2014).

Nozaki e Kliemann (2016) efetuaram aplicacdes de fosfito de potéssio, fungicida
(azoxistrobina + ciproconazol), isoladamente, e a juncdo de ambos para o controle de
antracnose nas plantas de feijdo em condi¢cdes de campo. Para a severidade da doenca, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os produtos aplicados nos estadios iniciais de
R6 e R7. Porém, nos estadios R8 e R9 houve diferencas, resultando em controle em relacdo a
testemunha, quando este apresentou indices médios de severidade 30% superiores quando
comparado aos demais tratamentos.

Silva et al. (2013) avaliando diferentes fontes de fosfito e ASM para controle de
doengas da soja em condi¢bes de campo, constataram que a aplicacdo de ASM reduziu
significativamente a severidade de mildio, porém foi inferior as fontes de fosfito utilizadas.
Estes dados corroboram com os obtidos neste trabalho, no qual o tratamento com ASM foi

estatisticamente superior ao tratamento com fosfito de cobre.
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Os nutrientes minerais desempenham inimeras fun¢fes no metabolismo das plantas.
Uma nutricdo mineral bem balanceada pode interferir tanto na anatomia quanto na composi¢éo
quimica das plantas, o que pode influenciar na resisténcia dessas a patdégenos (BETTIOL;
ASTIARRAGA, 1998).

A utilizacdo produtos alternativos em associagdo com a aplicacdo de fungicidas pode
ser uma alternativa eficaz. Gontijo Neto (2015) constatou que a utilizagdo do fungicida
triflotrobina + protioconazol juntamente com diferentes produtos a base de fertilizantes foliares
e ASM, em condic¢des de campo, afetou de forma significativa a incidéncia e severidade de
antracnose em feijdo. Houve reducdo de 18,70% na severidade e 21,40% na incidéncia. A
combinacdo de fungicida + ASM ndo aumentou a eficacia do controle da doenga. A melhor
combinacéo de controle foi observada com fungicida + ortofosfato.

O mesmo autor afirma que a eficiéncia dos produtos alternativos no controle de
doengas a campo foi influenciada pelas condi¢cdes ambientais, uma vez que os diferentes
produtos testados influenciaram de maneira diferente o progresso da antracnose e da mancha
angular nas plantas de feijao.

O controle de doencas atravées do uso de fungicidas € o mais comum e mais utilizado
entre os agricultores em todo Brasil, porém esta estratégia esta cada vez menos eficaz devido
ao seu mau uso, selecdo de populagdes resistentes dos patdgenos as moléculas e alto risco de
contaminacdo ambiental. Neste trabalho, a utilizacdo de um fungicida com dois principios
ativos (azoxistrobina + difenoconazol) ocasionou em reducdo da antracnose nas folhas do
feijdo, superior a testemunha, mas estatisticamente igual aos tratamentos T. viride, T.
tomentosum e ASM (Tabela 7).

As estrobilurinas agem no bloqueio da transferéncia de elétrons entre o citocromo b e
o citocromo cl no sitio Qo, afetando a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e inibindo a
respiracdo mitocondrial. Dentre as estrobilurinas estdo azoxistrobina, piraclostrobina,
trifloxistrobina e picoxistrobina. Os triazois sdo fungicidas que atuam na seletividade da
membrana plasmatica, agindo como curativo na formacdo do haustério e crescimento micelial
no interior dos tecidos do hospedeiro. Como protetores, possuem agdo toxica, inibindo a
germinacdo do esporo, formacdo do tudo germinativo e do apressorio. Destacam-se entre 0s
triazdis: difenoconazol, tebuconazol, flutriafol, propiconazol, entre outros (REIS; REIS;
FORCELINI, 2007; ZAMBOLIM et al., 2007).

Cerbaro (2013) alcancou resultados significativos com a aplicagédo de trifenil

hidroxido de estanho + azoxistrobina em plantas de feijdo. Este produto resultou em maior
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controle da antracnose quando comparado aos outros fungicidas utilizados (trifloxistrobina +
tebuconazol e carbendazin + azoxistrobina) e a testemunha.

A colheita foi realizada mecanicamente aos 87 DAE e com os dados obtidos observou-
se que houve diferencas significativas apenas para a variavel plantas por metro e que as demais,
produtividade, vagens planta™ e grdos por vagem™, ndo foram afetadas com a aplicagdo dos
diferentes produtos (Tabela 8).

Para a variavel plantas por metro, os tratamentos T. viride, T. tomentosum e fosfito de
cobre foram estatisticamente superiores aos demais, ja acido salicilico, ASM e fungicida foram
semelhantes e superiores apenas ao valor observado para a testemunha.

A produtividade média obtida no experimento a campo foi de 1.678,51 kg ha, a qual
€ muito préxima a média nacional e a média do Estado do Parana na safra 2017/18, que, segundo
a Conab (2018), foi de 1.655 kg ha™* e 1.670 kg ha™?, respectivamente.

O uso de microrganismos benéficos para o combate de patdégenos pode ocasionar em
aumento de producdo na cultura. Amin; Teshele e Tesfay (2014) utilizaram Pseudomonas
fluorescens, T. harzianum e T. viride em tratamento de sementes de feijao para controle da
antracnose e observaram que 0S mesmos evitaram danos na produgdo. A protecdo com P.
fluorescens resultou em maior produtividade diferindo-se estatisticamente dos demais, ja o
namero de grdos por vagem e vagens por planta ndo se diferiram entre os tratamentos.
TABELA 8 - Componentes de rendimento, produtividade (kg ha), plantas por metro (plantas m™), vagens por

planta (vagens planta*) e grdos por vagem (grdos vagem) em funcdo dos produtos aplicados em
plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris). Fazenda Escola Capdo da On¢a, Ponta Grossa - PR, 2018.

PLANTAS VAGENS GRAOS

TRATAMENTO PRODUTIVIDADE ML PLANTA! VAGEM-
Trichoderma viride 1695,23™ 15,70 a* 17,00"m 6,05™
Trichoderma tomentosum 1554,66 15,35a 17,00 6,20
Acido Salicilico 1595,80 12,85b 14,40 5,70
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 172479 13,10 b 15,90 5,90
Azoxistrobina + Difenoconazol (Amistar Top®) 1776,90 11,90 b 17,35 6,05
Fosfito de Cobre 1663,93 14,40 a 13,35 5,80
Testemunha 1738,25 10,50 ¢ 13,60 5,60
C.V (%) 9,39 9,68 24,60 5,97

*Médias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia; ns = ndo significativo; C.V.= coeficiente de variacéo.

O uso de ativadores de plantas, como o acibenzolar-S-metilico, pode ocasionar em
aumento no metabolismo da planta e consequentemente reducdo da produtividade. Kuhn e
Pascholati (2010) utilizaram ASM em plantas de feijdo para protecdo contra 0 crestamento
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bacteriano e observaram que houve decréscimo da produtividade apds 4 aplica¢Bes do produto,
a ponto de se diferenciar da testemunha (sem controle da doenca).

O controle da antracnose em feijdo pelo uso de fungicidas € uma das alternativas mais
utilizadas em todo mundo. O controle da doenca com fungicidas pode evitar danos a producéo
da cultura, como relatado por Harms (2016), a qual alcangou produtividades estatisticamente
superiores aos demais tratamentos nas safras 2014/15 e 2015/16, contrariando os resultados
deste trabalho onde néo se observou diferencas estatisticas.

O uso de fosfitos na agricultura como fungicida tem sido amplamente difundido,
porém sua aplicacdo ndo contribui para a nutricio de fosforo das plantas (THAO;
YAMAKAWA, 2009). A aplicacdo foliar de fosfito de potassio por Araujo et al. (2014) néo
ocasionou em aumento de crescimento e produtividade em plantas de feijao, corroborando com
0s resultados obtidos neste trabalho.

Em experimento realizado em condi¢des de campo, Nozaki e Kliemann (2016)
observaram controle da antracnose em plantas de feijao com o uso de fungicida (azoxistrobina
+ ciproconazol) associado com fosfito de potassio, o qual apresentou rendimento 3,15%
superior em relacdo as plantas que receberam apenas o fungicida e 15,08% acima da
testemunha. Isto demonstra que a ac¢do do fungicida e do fosfito de potassio no controle da
doencga colaboram para obtencdo de maiores produtividades.

5.4 QUALIDADE SANITARIA DE SEMENTES

Apbs teste de incubacdo em rolo de papel (MAPA, 2009), observou-se que houve
incidéncia de antracnose nas sementes, apesar do uso de produtos para controle foliar da doenca
(Tabela 9). Todos os tratamentos foram estatisticamente iguais, diferindo apenas da testemunha
a qual apresentou maior incidéncia do patdégeno C. lindemuthianum.

As sementes constituem o mais eficiente agente de transporte e disseminacdo dos
patogenos, e ainda sdo abrigo seguro para sua sobrevivéncia (SILVA et al.,, 2014). A
distribuicdo de sementes € aleatdria e propicia focos primarios de infec¢cdo no campo, na fase
inicial da cultura (BARROS, 2011).

A principal fonte de disseminacdo do fungo C. lindemuthianum em cultivos de feijao
séo as sementes (AMIN; TESHELE; TESFAY, 2014). Sementes infectadas sdo geralmente
descoloridas e podem apresentar lesbes levemente deprimidas de coloracdo marrom
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

Nota-se a importancia do controle foliar da antracnose, uma vez que plantas que

receberam pulverizaces com o fungicida (azoxistrobina + difenoconazol) resultaram em
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incidéncia 59,82% menor do que o obtido na testemunha (Tabela 9). Migliorini (2018) observou
que a incidéncia da antracnose em cotilédones de feijdo variou de 35 a 84% ap0s incubacéo em

rolo de papel.

TABELA 9 - Incidéncia de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em sementes em funcdo dos produtos
aplicados em campo nas plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris). Fazenda Escola Capéo da Onga,
Ponta Grossa - PR, 2018.

TRATAMENTO INCIDENCIA (%)
Trichoderma viride 30,50 b
Trichoderma tomentosum 33,00b
Acido Salicilico 3750b

Bion 32,50 b
Amistar Top 22,50 b
Fosfito de Cobre 34,50 b
Testemunha 56,00 a

C.V (%) 16,28

*Médias seguidas de mesma letra minGscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia. Dados originais, para analise foram transformados em arc sen /(x + 0,5)/100; C.V.= coeficiente
de variacéo.

A falta de sementes certificadas no mercado restringe o desempenho de qualquer
sistema de producéo. Independentemente da época escolhida, sementes salvas ndo seguem aos
padrdes estabelecidos de producdo de sementes, o que pode resultar em falhas na germinacao,
atraso na emergéncia de plantulas, disseminacédo de patdégenos, dentre outros problemas (LOBO
JUNIOR; BRANDAO; MARTINS, 2013).

O comércio e a utilizacdo de sementes salvas sdo realidade em paises em
desenvolvimento. Neste sistema, mais de 80% dos agricultores estdo envolvidos na selegéo,
producdo, disseminacdo, vendas, trocas ou doacBGes que ocorrem na comunidade local
(LOUWAARS; DE BOEF, 2012). No Brasil, os produtores de feijdo normalmente utilizam
parte dos gréos produzidos como sementes em safras posteriores (ZAMBOLIM, 2005).

Apos a utilizacdo de Trichoderma spp. para o controle de antracnose em plantas de
feijéo, Alves e Nunes (2016) realizaram o teste para sanidade de sementes e detectaram que
sementes oriundas de plantas tratadas com Trichoderma ndo apresentaram incidéncia do fungo
C. lindemuthianum, contrariando os resultados obtidos neste trabalho, em que sementes
oriundas dos tratamentos T. viride e T. tomentosum apresentaram incidéncia do fungo (30,50 e
33,00 % respectivamente).

Os resultados obtidos neste teste de patologia de sementes demonstraram que mesmo
havendo controle da antracnose via aplicacdo foliar dos produtos, podera haver incidéncia da

doenga nos gréos e que o uso destes como sementes para cultivo em campos futuros podera
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ocasionar transmissdo do patdgeno para as plantas e consequentemente reducdo da producéo e

qualidade dos gréos.
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6 CONCLUSAO

Os produtos alternativos controlaram a antracnose em plantas de feijao.

Os fungos endofiticos T. viride e T. tomentosum inibiram o crescimento micelial de C.
lindemuthianum nos trés testes realizados in vitro.

Em casa de vegetacdo os tratamentos T. viride, T. tomentosum, &cido salicilico,
acibenzolar-S-metilico e fungicida foram eficazes, porém fosfito de cobre nédo foi eficiente no
controle da antracnose.

Em campo todos os produtos foram eficientes para reducdo da severidade da
antracnose.

Houve menor incidéncia de antracnose em sementes oriundas de todos os produtos

testados.
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ANEXO A - Temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipitagdo (mm) durante a
condugdo dos experimentos na cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) no periodo de outubro/2017 a julho 2018. Ponta Grossa — PR.
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Fonte: Tsukahara et al. (2018).



