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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado uma das culturas mais importantes do mundo,
contribuindo de forma significativa na alimentacdo humana. Um dos fatores que
contribuem para reducao da produgao dessa cultura ¢ a ocorréncia de doengas, que podem
provocar prejuizos severos. Nesse contexto, destaca-se o agente causal da mancha-parda,
o fungo Bipolaris oryzae, que pode ocasionar perdas de até 80% nas areas de plantio.
Diante do exposto, objetivou-se determinar o efeito de Trichoderma spp. no controle de
B. oryzae em sementes de arroz vermelho. Os isolados de Trichoderma spp. utilizados no
experimento foram obtidos a partir de isolamento em sementes de plantas cultivadas e
derivado de produto comercial. O inoculo foi obtido de sementes infectadas. Foi realizado
o confronto direto de antagonista versus patogeno incluindo pareamento de culturas,
metabolitos volateis, esporulacdo e micoparasitismo, além da qualidade fisiologica. De
acordo com o teste in vitro, os isolados de Trichoderma spp. foram utilizados para avaliar
sua eficacia no controle de mancha parda em casa de vegetacao utilizando métodos de
tratamento de sementes e pulverizagdo foliar, analisando a incidéncia, reducio,
severidade e indice de severidade da doenca. Também foi realizado teste de
transmissibilidade via semente-planta. Os resultados mostraram que os isolados de
Trichoderma spp. foram eficientes em inibir o crescimento de micélio do patogeno in
vitro, produzindo metabolitos volateis e inibindo a esporulacdo. Observagdes
microscopicas mostraram a evidéncias de comportamento micoparasita dos isolados de
Trichoderma spp. sobre B. oryzae. Foi verificado alto indice de transmissdo de B. oryzae
via semente-planta. Em relagdo aos testes em casa de vegetacdo, os isolados de
Trichoderma spp., controlaram significativamente a incidéncia, reducgdo, severidade e
indice de severidade da doenga. Os Trichoderma spp. testados no biocontrole de B. oryzae
em sementes de arroz vermelho foram eficientes e podem ser utilizados no manejo da
doenca.

Palavras-chave: Biocontrole; Mancha-parda; Oryza sativa L.; Trichoderma spp.



ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is considered one of the most important crops in the world,
contributing significantly to human consumption. One of the factors that contribute to
reduce the production of this crop is the occurrence of diseases, which can cause severe
damages. In this context, the causal agent of the brown spot, the fungus Bipolaris oryzae,
can be highlighted, which can cause losses of up to 80% in the planting areas. In view of
the above, the objective was to determine the effect of Trichoderma spp. in the control of
B. oryzae in red rice seeds. The isolates of Trichoderma spp. used in the experiment were
obtained from isolation of seeds of cultivated plants and derived from commercial
product. The inoculum was obtained from infected seeds. A direct comparison of
antagonist versus pathogen was performed, including cultures matching, volatile
metabolites, sporulation and myoparasitism, as well as physiological quality. According
to the in vitro test, the isolates of Trichoderma spp. were used to evaluate their
effectiveness in the control of brown spot in greenhouse using seed treatment methods
and foliar spraying, analyzing the incidence, reduction, severity and severity index of the
disease. Transmissibility test was also carried out via seed-plant. The results showed that
the isolates of Trichoderma spp. were efficient in inhibiting mycelial growth of the
pathogen in vitro, producing volatile metabolites and inhibiting sporulation. Microscopic
observations showed evidence of mycoparasite behavior of 7Trichoderma spp. about B.
oryzae. A high transmission rate of B. oryzae via seed-plant was observed. In greenhouse
tests, the isolates of Trichoderma spp., Significantly controlled the incidence, reduction,
severity and severity index of the disease. Trichoderma spp. tested on the B. oryzae
biocontrol in red rice seeds were efficient and can be used to manage the disease.

Keywords: Biocontrol; Brown spot; Oryza sativa L.; Trichoderma spp.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado uma das culturas mais importantes do
mundo, sendo altamente utilizada na alimentagdo humana, por fornecer nutrientes
essenciais buscando-se assim, um aumento continuo na demanda global por essa cultura
(KUMAR et al., 2017).

Atualmente, a produg¢do mundial de arroz chega a 504,6 milhdes de toneladas,
tendo a China, Tailandia e Vietna como principais paises produtores, com uma produgao
de 145,77; 104,41 e 15,80 milhdes de toneladas, respectivamente (FAO, 2018).

No Brasil, a produgao em 2017/2018 foi de 12,02 milhdes de toneladas, sendo
distribuidos em 10,9 milhdes de toneladas para arroz irrigado e 1,3 milhdes de toneladas
para arroz de sequeiro. Os principais Estados produtores sao Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, com uma producdo de 8,46 e¢ 1,15 milhdes toneladas, respectivamente. Os
maiores producdes de arroz sequeiro entronta-se no Centro-Oeste e no Nordeste, com
463,5 e 425,9 mil toneladas respectivamente (CONAB, 2018).

Um dos fatores que contribuem para redu¢ao da producdo dessa cultura ¢ a
ocorréncia de doencas associada as sementes de baixa qualidade sanitaria. Nesse
contexto, destaca-se o agente causal da mancha-parda, o fungo Bipolaris oryzae (Breda
de Haan), sendo o mesmo capaz de sobreviver por mais de quatro anos em sementes
infectadas (KUMARI et al., 2015). O fungo B. oryzae ¢é responsavel por causar manchas
enferrujadas em sementes de arroz altamente infectadas, que leva a redugdo da
germinagdo ¢ morte de plantulas (AMORIO; CUMAGUN, 2017). Em plantas, os
sintomas tipicos incluem manchas marrons escuras a avermelhada, com formato oval e
distribuidas uniformemente sobre toda a superficie da folha. Com avango da doenga
surgem manchas com centros cinzentos ou esbranqui¢cados, rodeadas por um halo
amarelo-marrom (AMORIO; CUMAGUN, 2017; QUINTANA et al., 2017).

Esse patogeno ¢ comumente encontrado tanto em sistemas de producao de arroz
irrigado quanto em sequeiro e varias sao medidas de controle que tém sido aplicadas a
esse patdogeno, como métodos culturais, quimicos, controle bioldgico e variedades
resistentes, sendo o uso de fungicidas o mais empregado (MWENDO et al., 2017). No
entanto, sabe-se que o método quimico quando usado de forma indiscriminada, pode
causar danos drasticos ao meio ambiente e a saide do homem e animais, além disso, esses

produtos sintéticos possuem um valor elevado e necessitam de capacitagdo para evitar a
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utilizacdo incorreta, aumentando consideravelmente o custo de produgdao (KAWUBE et
al., 2005).

Com isso, pesquisadores tém buscado métodos de controle de doengas que sejam
eficientes, rentaveis e sustentaveis, como por exemplo, o uso do controle bioldgico a
partir do emprego de Trichoderma spp. (LAZAROTTO et al., 2013), que exercem
antagonismo a diversos fungos fitopatogénicos por meio de parasitismo, antibiose e/ou
competicao, podendo atuar individualmente ou em conjunto (BENITEZ et al., 2004).
Além disso, como vantagem adicional, esses microrganismos podem contribuir para
promocao de crescimento das plantas (CARVALHO et al., 2011).

Virias pesquisas t€ém demonstrado a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp.
no controle de diversos patdgenos, a exemplo de Sclerotinia sclerotiorum, agente causal
do mofo branco no feijado comum (Phaseolus vulgaris L.) (CARVALHO et al., 2015),
Fusarium oxysporum f. sp cepa, responsavel pela podriddo basal na cebola (A/lium cepa
L.) (ABDELRAHMAN et al., 2016), Setophoma terrestris causador da raiz rosada em
cebolinha verde (Allium fistulosum) (MARCUZZO; CARVALHO, 2018) e
Colletotrichum truncatum, agente causal da antracnose em feijdo comum (Phaseolus

vulgaris L.) (CRUZ, et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a acdo de Trichoderma spp. no controle de Bipolaris oryzae em

sementes de arroz vermelho.

2.2 Especificos

Determinar o nivel de controle de B. oryzae por meio de Trichoderma spp. in vitro
€ in vivo;

Analisar a qualidade sanitaria e fisioldgica de sementes de arroz vermelho tratadas
com Trichoderma spp.;

Determinar a incidéncia e severidade de B. oryzae em plantas de arroz vermelho
tratadas com Trichoderma spp.

Definir a taxa de transmissao de B. oryzae via semente-planta;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aspectos gerais da Cultura do Arroz (Oryza sativa L.)

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma graminea da familia das Poaceae, do género
Oryza, que possui cerca de 20 espécies conhecidas, sendo Oryza sativa a mais importante
(JULIANO, 1993). E uma planta anual, adaptada a solos alagados, mas desenvolve-se
bem em solos ndo alagados, e ¢ formada de raizes, caule, folhas e paniculas
(GUIMARAES et al., 2002).

O grao de arroz ¢ formado basicamente de endosperma e embrido, ou germe. O
tegumento, que envolve a semente se encontra diretamente ligado ao pericarpo,
membrana que envolve o fruto. O pericarpo ¢ envolvido pela lema e pela palea, que
constituem a casca e sdo removidas durante o beneficiamento (GUIMARAES et al.,
2002).

O arroz estd entre os trés cereais mais produzidos e consumidos do mundo,
estando atrds apenas do trigo (7riticum spp.) € milho (Zea mays L.) (PARAGINSKI et
al., 2014). E considerado o alimento basico de mais da metade da populagdo mundial, por
ser uma excelente fonte de energia, devido a alta concentragdo de amido, também por
fornecer proteinas, vitaminas e minerais, € possuir baixo teor de lipidios, sendo estes
essenciais a nutricdo (KUMAR et al., 2017).

No Brasil, o arroz € o principal cereal consumido, sendo utilizado na alimentacao
o0 arroz branco, arroz integral e arroz parboilizado que totaliza 25% do consumo, devido
a melhor qualidade nutricional e ao comportamento de coc¢ao desejado por grande parte
dos consumidores (PARAGINSKI et al., 2014).

A producdo no ano de 2018 foi de 12,02 milhdes de toneladas, sendo distribuidos
em 10,9 milhdes de toneladas para arroz irrigado e 1,3 milhdes de toneladas para arroz de
sequeiro, € ocupa o terceiro lugar em area cultivada com culturas anuais, com uma area
de aproximadamente 1.943,8 mil hectares, estando atras apenas para soja (Glycine max
L.) e milho (Zea mays L.) (CONAB, 2018).

O arroz ¢ produzido, sob cultivo irrigado e em sequeiro, sendo este tltimo também
chamado de “cultivo em terras altas”, que adota o plantio logo ap6s o inicio das chuvas,

sendo dependente do regime pluvial e sob cultivo irrigado (ARAUJO, 2014), ocupando
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uma area de aproximadamente 1.430,8 mil hectares para arroz irrigado e 535,9 mil
hectares para arroz de sequeiro (CONAB, 2018).

Existem diversas variedades de arroz cultivadas no mundo, dentre as quais estao
as de coloracao avermelhada do pericarpo do grao, chamados de arroz vermelho. O arroz
vermelho ¢ também conhecido como arroz da terra e ¢ cultivado em pequenas
propriedades rurais do Semiarido brasileiro, com uso de mao de obra familiar,
principalmente nos estados do Rio Grande do Norte e Paraiba. E um importante
componente alimenticio para regido Nordeste, em funcdo de suas caracteristicas
diferenciadas em relagdo ao arroz branco, como sabor, textura e valor nutricional
(PEREIRA et al, 2009).

O pigmento vermelho do pericarpo trata-se de uma proantocianina importante
para a alimentacdo humana que ¢ responsavel pela alta digestibilidade e pela acdo
antioxidante, que ainda pode atuar contra alguns patdégenos da cultura do arroz
(SWEENEY et al., 2006). O arroz vermelho apresenta variabilidade potencial util aos
programas de melhoramento genético, constituindo assim um importante patrimdnio
genético, com isso, pesquisadores t€ém desenvolvido pesquisas que vise a coleta,

conservagao, cultivo e consumo desse cereal no Nordeste do Brasil (BASTOS, 2009).

3.2. Mancha parda do arroz

Ha muitos fatores que sdo responsaveis pelo baixo rendimento da cultura do arroz,
mas um dos principais entraves a producdo sdo as doengas que acometem a cultura.
Dentre as principais doengas destacam-se Brusone (Pyricularia oryzae) Mancha Parda
(Bipolaris oryzae) Podridao do Colmo (Sclerotium oryzae), Podridao do P¢é (Fusarium
moniliforme) e Mancha de Graos (Drechslera oryzae, Bipolaris spp., Pyricularia grizea,
Alternaria padwickii, Phoma sp., Nigrospora spp, Epicocum spp., Curvularia
lunata e Fusarium sp.) (HABIB et al., 2012).

A maioria dessas doencas sdo transmitidas através do uso de sementes de baixa
qualidade sanitaria, o que causa enormes perdas tanto no armazenamento quanto no
campo (KUMAR et al., 2017).

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Schoemaker (sin. Hel/minthosporium

oryzae Breda de Haan, Drechslera oryzae (Breda de Haan) Subramanian & Jain)
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(Teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus) pertence ao filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceac (ROSSMAN et al., 2013).

Esse patdgeno possui micélio cinza a cinza esverdeado escuro; conidios retos ou
raramente curvos, cilindricos ou largos no centro e castanhos claros a dourados, a
germinagdo frequentemente nas duas extremidades; conididforos septados, isolados ou
em pequenos grupos, reto ou flexivel e septados (QUINTANA et al., 2017).

E um patégeno responsavel por sérios problemas na cultura do arroz, estando o
mesmo amplamente distribuido nas regides orizicolas do mundo (KUMARI et al., 2015)

Os sintomas ocasionados pela doenca vao desde manchas enferrujadas em
sementes, resultando em perda do potencial germinativo e morte de plantulas, com
consequente redugdo do estande (AMORIO; CUMAGUN, 2017), at¢ manchas marrons
escuras a avermelhada, com formato oval e distribuidas uniformemente sobre toda a
superficie foliar das plantas, com redu¢do da capacidade fotossintética associado a
redu¢do da producao (AMORIO; CUMAGUN, 2017; QUINTANA et al., 2017).

A principal forma de disseminagdo e introdu¢do B. oryzae em novas areas de
cultivo ¢ através da utilizacdo de sementes de baixa qualidade sanitaria, sendo o mesmo
capaz de sobreviver por mais de quatro anos em sementes infectadas, sendo o seu
principal meio de disseminagao (KUMARI et al., 2015). Além dos danos ocasionados na
germinagdo, as sementes infectadas podem introduzir esse patogeno em novas areas de
cultivo e servir de fonte de indculo para epidemias na parte aérea (AMORIO;
CUMAGUN, 2017; QUINTANA et al., 2017). Segundo Barnwal et al. (2013) a taxa de
transmissdo de B. oryzae entre sementes e plantulas pode atingir até 80%.

As sementes infectadas podem nao germinar, transmitir a doenga de sementes a
plantulas e de plantulas a plantas em crescimento, ou seja, esse patdogeno pode causar
danos em diferentes estdgios como no armazenamento, germinagao, estabelecimento de
plantulas, crescimento vegetativo e fase reprodutiva (HABIB et al., 2012).

Sementes infectadas como fonte de inoculo primario de B. oryzae foram
destacadas como uma lacuna de conhecimento e uma prioridade de pesquisa para
ocorréncia da Mancha Parda em areas produtoras (BARNWAL et al. 2013). Estudos
sobre a qualidade sanitaria de sementes mostraram a associa¢dao de Bipolaris spp. com
sementes de arroz produzidas no Brasil, sendo que o predominio foi de B. oryzae, embora

outras trés espécies dentro do complexo Bipolaris foi encontrado, geralmente em baixa

incidéncia (MENESES et al. 2014).
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A distribuigdo global de espécies fitopatogénicas de Bipolaris spp. pode ser
resultado da transferéncia de commodities agricolas incluindo plantas e sementes através

de fronteiras geograficas (ZHANG et al., 2013).

3.3. Controle bioldgico de fitopatogenos

A preocupacdo da sociedade com o impacto dos produtos quimicos ao meio
ambiente, saude de agricultores e a contamina¢do da cadeia alimentar com residuos de
agrotoxicos tem incentivado pesquisas pela busca de produtos diferenciados, tanto por
aqueles produzidos sem o uso de agrotoxicos, como por aqueles portadores de selos que
garantem que os agrotoxicos foram utilizados adequadamente (MORANDI et al., 2009).
Além disso, o incremento dos custos com o controle quimico, a perda de eficiéncia de
alguns desses produtos (KAWUBE et al., 2005), por causa da resisténcia dos organismos-
alvo advindos do uso inadequado (JASRAI, 2015), tem incentivado diversas pesquisas
com a utilizacao de produtos alternativos, entre eles, o uso de agentes biocontroladores
de doencas de plantas (LAZAROTTO et al., 2013).

O controle bioldgico de doencas de plantas pode ser definido de forma geral como
a reducdo da soma de indculo ou das atividades determinantes da doenga, provocada por
um patogeno, realizada por um ou mais organismos que ndo o homem (COOK; BAKER,
1983), ou seja, de forma geral, ¢ a utilizagdo de um microorganismo para controlar outro
microorganismo (MORANDI et al., 2009).

Os agentes com potencial para interferir nos processos vitais dos patdogenos sao
chamados de antagonistas. Esses organismos devem esta adaptados ao mesmo nicho
ecoldgico que os patogenos, podendo esse método ser integrado facilmente com métodos
culturais e melhoramento de plantas (MORANDI et al., 2009).

Os mecanismos de acdo dos antagonistas normalmente envolvidos no controle
biologico sdo: antibiose (MARTINI et al., 2014); parasitismo, hiperparasitismo e
micoparasitismo (SANTOS et al., 2012); competi¢do (BENITEZ et al., 2004) e indugio
de resisténcia (ABDELRAHMAN et al., 2016).

O controle bioldgico estd em crescimento no Brasil, mas de forma lenta, seja por
falta de produtos biologicos disponiveis no mercado ou pelo perfil conservador do

agricultor brasileiro, e entre os produtos disponiveis, destacam-se aqueles a base de
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Trichoderma spp., recomendados, principalmente, para o controle de fungos habitantes
do solo (BETTIOL et al., 2009).

As principais espécies que estdo em produtos comercializados sdo 7. asperellum,
T. harzianum, T. stromaticum e T. viride, estando disponiveis nas seguintes formulagdes:
pos-molhéveis, granulos dispersiveis, suspensdes concentradas, 6leos emulsionaveis,
graos colonizados e esporos secos, sendo indicado para controle de Fusarium, Pythium,
Rhizoctonia, Macrophomina, Sclerotinia, Sclerotium, Botrytis e Crinipellis, para as
culturas de feijdo, soja, algoddo, fumo, morango, tomate, cebola, alho, plantas
ornamentais e cacau e alguns produtos também sdo recomendados para o tratamento de
substratos e sementes (MORANDI et al., 2009).

Apesar de ndo existir padronizacdo nas metodologias, as empresas geralmente
avaliam a qualidade de seus produtos por contagem de esporos (minimo de 1 x 108
conidios/g), germinacdo (minimo de 85%) e viabilidade (minimo de 8,5 x 107 ufc/g). A
vida de prateleira dos produtos varia de 30 a 180 dias em temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) e 180 a 360 dias em geladeira ou camara fria (4-6°C)
(MORANDI et al., 2009).

Segundo Carvalho et al. (2015) os solos brasileiros sdo ricos em uma grande
diversidade de microrganismos, com varias espécies do antagonista Trichoderma spp.,
que estdo sendo alvo de inumeras pesquisas, sendo fundamental para descoberta de
isolados eficientes para uso no controle bioldgico de fitopatégenos em diversos

agroecossistemas (MARCUZZO; CARVALHO, 2018; REDDA et al., 2018).

3.3.1 Trichoderma spp. no controle biolégico de fitopatogenos

Espécies de Trichoderma prevalecem especialmente em ambientes umidos e
podem ser isoladas de todas as zonas climdticas, incluindo solos de desertos
(ABDELRAHMAN et al.,, 2016), tendo seu desenvolvimento favorecido por
temperaturas acima de 25°C (PAULA JUNIOR et al., 2007). Esses antagonistas podem
também ser utilizados isoladamente, ndo havendo necessidade de mistura com outros
produtos ou agentes (MORANDI et al., 2009).

Trichoderma spp. compreende fungos de vida livre, que se reproduzem
assexuadamente, presentes com mais frequéncia em solos de regides de clima temperado

e tropical MACHADO et al., 2012). Esses fungos s30 na sua maioria isolados a partir de
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solos florestais ou agricolas em todas as latitudes e podendo ser facilmente cultivados in
vitro (BROTMAN et al., 2010).

E considerado o mais importante microrganismo utilizado no controle bioldgico,
por ser um antagonista eficaz contra uma ampla gama de fungos fitopatogénicos (SAITO
et al., 2010). Com isso, a utilizagdo de Trichoderma spp. como biofungicidas vem
crescendo atualmente na agricultura (BETTIOL et al., 2009; ZEILINGER et al., 2016).

Além de atuarem no controle de patdgenos nas plantas, os antagonistas tém a
capacidade de controlar os patdégenos das sementes, os quais sobrevivem no solo
causando podridao, morte das plantulas e tombamento. Além de proteger a rizosfera das
plantas contra patdgenos, possui a capacidade de melhorar taxa de germinagdo e o vigor
das sementes, auxiliando também na absor¢do e concentragdo de nutrientes através do
aumento do sistema radicular, promovendo o crescimento vegetal pela producdo de
hormdnios e consequentemente o aumento do rendimento das plantas (CARVALHO et
al., 2011). Segundo Babu et al. (2015) esses microrganismos sao consideradas
alternativas naturais e ambientalmente aceitaveis as praticas agricolas tradicionais, tanto
para manejo da doenga como para promogao do crescimento de varias culturas agricola.

Cheng et al. (2011) relataram que a proteina extracelular L-aminoéacido oxidase
secretado por 7. harzianum ETS 323 esta envolvida no antagonismo direto contra Botrytis
cinerea, com hifas do patogeno mostrando uma resposta a apoptose-like, incluindo a
geracdo de espécies reativas de oxigéncio (ROS), fragmentacdo de DNA e despolarizagao
da membrana mitocondrial. Semelhante a esse trabalho, Zeilinger et al., 2016, verificou
a ocorréncia de mais de 22 metabolitos secundarios responsaveis pelo controle de
Fusarium oxysporum f. sp. cepa agente causal da podridao basal na cebola (Allium cepa
L.).

Carvalho et al. (2011) verificaram o efeito antagdnico de seis isolados de T.
harzianum no controle de F. oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.). Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a utilizacdo de
isolados de 7. harzianum mostrou-se eficiente tanto no controle in vitro como in vivo da
murcha-de-fusario, causado por F. oxysporum f. sp. lycopersici (SALAZAR et al., 2011).

A eficancia de T. harzianum LCB47, T. viridae LCB48, T. koningii LCB49 e T.
polysporum LCB50 em meloeiro amarelo (Cucumis melo L.) e a sua eficiéncia de controle

de doencas em area de cultivo naturalmente infestada foi avaliada no Vale do Sao
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Francisco e constatou-se que todos os isolados apresentaram reducao significativa da
ocorréncia de tombamento e murcha de plantas de meloeiro (GAVA; MENEZES, 2012).

Milanesi et al. (2013) testaram a eficiéncia de Trichoderma spp. no biocontrole
de Fusarium spp. € promogao de crescimento em plantulas de soja (Glycine max L.). Os
autores contataram que diferentes isolados foram eficientes no controle de Fusarium spp.
tanto in vitro quanto in vivo, e além disso, atuaram como promotores de crescimento de
plantulas de soja nas condigdes testadas.

Santos-Villalobos et al. (2013) verificaram o potencial de Trichoderma spp.,
isolados de manga (Mangifera indica L.) da cultivar "Ataulfo" México, como agentes
para controlar a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.), mostra-se ser capaz
de controlar a infeccdo e desenvolvimento da doenca. Foi demonstrado que os fungos
antagonistas utilizaram uma variedade de mecanismos, incluindo a indug¢ao de resisténcia
sistémica em plantas, antibiose, competicdo por nutrientes e/ou espago € micoparasitismo.

A redugdo da incidéncia e severidade de mofo branco, causado por Sclerotinia
sclerotiorum também foi observada por Carvalho et al., (2015) na cultura do feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.) em plantas tratadas com isolados de Trichoderma sp.,
provando os mesmo ser agentes biocontroladores eficazes no manejo dessa doenga em
condigdes de campo, com valores em torno de 80% na redugado da severidade.

Esses trabalhos demonstram a eficiéncia de espécies de Trichoderma desde o
tratamento de sementes, plantas, como também o uso dos mesmos para controle de
patdgenos causadores de doengas na pos-colheita.

Os efeitos benéficos de Trichoderma spp. diferem em relagdo ao genotipo da
planta, isolado fungico e concentracdes aplicadas (ISLAM et al., 2014), com isso, sdo
necessarias pesquisas que amplie o banco de dados de plantas hospedeiras a esse
antagonista, bem como isolados eficientes aplicados no controle de patdégenos agressivos

para que se possa entender os mecanismos envolvidos no controle da doenca.

3.3.2 Controle bioldgico de Bipolaris oryzae

Apesar de ja se ter comprovado a eficiéncia do efeito antagonista de Trichoderma

spp. para diversos fungos fitopatogénicos, poucos sdo os trabalhos avaliando seu efeito

sobre o fungo
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Vérias medidas de controle tém sido aplicadas a B. oryzae, como métodos
culturais, quimicos, controle biologico e variedades resistentes, sendo o uso de fungicidas
o mais empregado para tratamento de sementes e plantas (MWENDO et al., 2017).

No tratamento de sementes o uso de fungicidas possibilita a redu¢do do in6culo
inicial de patdgenos, controla a infeccdo primdria, aumenta o vigor e o estande de
plantulas. Porém, as opcdes de fungicidas registrados para B. oryzae sao poucas, além
disso, esses produtos se mostram ineficientes quando a pressao de indculo ¢ elevada no
campo (MARTINI et al., 2014).

No entanto, sdo escassos estudos que observem o potencial de isolados
de Trichoderma spp. no controle de B. oryzae. na cultura do arroz vermelho, sendo
necessaria a realizacdo de pesquisas que poderdo informar a eficiéncia desses

antagonistas em testes de laboratdrio e em condicdes de casa de vegetacao.



24

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia
(LAFIT) e os experimentos em casa de vegetacdo foram conduzidos no Laboratorio de
Andlise de Sementes (LAS), ambos pertencentes ao Departamento de Fitotecnia e
Ciéncias Ambientais (DFCA), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade

Federal da Paraiba (UFPB), localizado no municipio de Areia, Paraiba.

4.1. Obtencao dos isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados no experimento foram obtidos a partir
de isolamento direto em sementes e derivado de produto comercial (Tabela 1). Os
mesmos foram identificados com auxilio de microscopio Optico através de suas

caracteristicas morfoldgicas, utilizando literatura especializada (SEIFERT et al., 2011).

Tabela 1. Origem dos isolados de Trichoderma.

Isolados Origem

Trichoderma asperellum Trichodel®

Trichoderma spp. Sementes de Arroz (Oryzae sativa L.)

Trichoderma spp. Sementes de Algodao (Gossypium hirsutum L.)
Trichoderma spp. Sementes de Fava (Phaseolus lunatus L.)
Trichoderma spp. Sementes de Leucena (Leucaena leucocephala Lam.)

4.2. Sanidade de sementes de arroz vermelho

As sementes de arroz vermelho utilizadas nesse trabalho foram cedidas pela
Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA-PB). As sementes
foram beneficiadas manualmente através de observacdo visual descartando as mal
formadas e atacadas por pragas (sementes parcial ou totalmente destruidas, com
perfuragdes que atingiam o embrido).

O método utilizado para a andlise e identificacdo de fungos nas sementes foi a
incubagdo em substrato de papel filtro “blotter test” (BRASIL, 2009). Foram utilizadas
400 sementes de arroz vermelho, as quais foram previamente desinfestadas com

hipoclorito de s6dio a 1% durante trés minutos. Posteriormente, as sementes foram
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distribuidas individualmente em condigdes assépticas, em placas de Petri sobre uma dupla
camada de papel filtro esterilizados e umedecidos com agua destilada esterilizada (ADE).
As placas contendo as sementes foram mantidas por um periodo de sete dias a temperatura
de 25+ 2 °C.

Transcorrido este periodo, procedeu-se com a identificagdo dos fungos pela
morfologia com o auxilio de microscopio Optico e estereoscoOpico e literatura
especializada (SEIFERT et al., 2011). Os resultados foram expressos em porcentagem de

sementes infectadas para cada fungo identificado.

4.3. Isolamento de Bipolaris oryzae

O isolado de B. oryzae foi obtido a partir de sementes de arroz infectadas,
utilizando blotter test, descrito no item 4.2.

Apos identificacdao do patogeno, a partir das estruturas reprodutivas, o mesmo foi
transferido para o meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), incubado a temperatura
de 25 + 2 °C, para obteng¢ado da coldnia fingica do patdgeno.

Apos obtengdo da cultura do patégeno o mesmo foi repicado em meio de cultura
CA (20 g de cenoura, 20g de agar por litro) e AvA (30g de aveia em Floco Quaker® e 20g
de agar por litro), por serem usados na inducdo de esporulacdo em varias espécies de
fungos (GOODING; LUCAS, 1959; TUITE, 1969). Posteriormente, foi realizada a
purificacdo do isolado através da técnica da cultura monosporica, originada a partir de
um unico esporo, garantindo a identidade geneticamente pura do isolado.

Na individualiza¢ao dos conidios para a obteng¢dao da cultura monosporica foi
obtida uma suspensdo concentrada do indculo, por meio da coldnia fungica crescida em
meio de CA (cenoura-adgar) e AvA (aveia-dgar). Foram colocados 10 mL de agua
destilada esterilizada (ADE) dentro de tubo de ensaio, onde foi homogeneizado para
liberacdo dos esporos. Realizou-se esse procedimento em quatro diluigdes.
Posteriormente, retirou-se com uma pipeta graduada 1 mL da suspensdo menos
concentrada de esporos e transferiu para placas de Petri, contendo meio de cultura AA
(agar-agua). Apos 6 horas de incubagdo a uma temperatura de 25 & 2 °C e fotoperiodo de
12 h, com auxilio de microscéopio 6Otico foram selecionados esporos que se encontravam

isolados e viaveis, ou seja, apresentando formagao e crescimento do tubo germinativo, os
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quais, em seguida foram transferidos, com uma alga estéril, para placas de Petri contendo

meio BDA.

4.4. Transmissao de Bipolaris oryzae em sementes de arroz vermelho

No teste de transmissao, foram utilizadas 100 sementes, as quais foram
desinfestadas em solucao de hipoclorito de sddio a 1% por trés minutos e posteriormente
realizadas trés lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada (ADE) e colocadas
sobre papel filtro esterilizado para retirar o excesso de umidade (BRASIL, 2009).

A inoculacdao com B. oryzae foi realizada de duas formas: 1 — Contato direto das
sementes sob a colonia fungica pura de B. oryzae por 24 horas em meio (CM); 2 —Imersao
por 5 min das sementes em suspensio de conidios (10> conidios/mL) do patégeno (SE).

A suspensao de esporos foi realizada a partir da contagem de conidios, adicionado
10 mL de ADE em coldnia pura de B. oryzae e feito a raspagem com uma escova de
cerdas macia para liberacdo dos conidios. A suspensdo foi filtrada em dupla gaze e
retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para a camara de Neubauer, na qual foi feita
a contagem de conidios mL™' e ajustada a concentragdo para 10° conidios/mL.

ApOs 24 horas sobre a colonia fingica e imersao na suspensao de conidios de B.
oryzae, as sementes foram semeadas em recipientes (500 mL), contendo substrato
comercial (Basaplant®) e vermiculita esterilizados, na propor¢io de 2:1
(substrato/vermiculita - v/v), previamente autoclavado por duas vezes (1,0 kgf/cm? a 120
°C por 60 min, com intervalos de 24 h entre autoclavagens).

O teste de transmissdo permaneceu em casa de vegetagdo durante 30 dias. Na
avalia¢do do periodo de emergéncia e avaliagdo final, as sementes ndo germinadas e as
plantas com sintomas foliares foram contabilizadas, sendo posteriormente, colocadas em

camara umida para o reisolamento do patdégeno e confirmacao do agente causal.

4.5. Controle in vitro de Bipolaris oryzae com Trichoderma spp.

4.5.1. Teste de pareamento de culturas

O teste do pareamento de culturas foi realizado através da metodologia de cultura

pareada (DENNIS; WEBSTER, 1971). O patdgeno foi repicado dois dias antes de cada
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isolado do antagonista, opostamente em cada placa Petri, contendo meio de cultura BDA

(Figura 1). As placas foram incubadas a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12h.

Fatizend mip

FONTE: CRUZ, JM.F.L (2018)

Figura 1. Teste de pareamento entre isolados de Bipolaris oryzae e Trichoderma spp..
Sete dias apos a repicagem dos isolados de Trichoderma spp., foi realizada a
classificagdo do antagonista de acordo com a escala descrita por Bell et al. (1982),

conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Escala de classificacdo do antagonista proposta por Bell et al. (1982).

Classe Acao do Trichoderma spp.

1 Trichoderma spp. cresce sobre o patdgeno e ocupa toda a superficie do meio;
2 Trichoderma spp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do meio;

3 Trichoderma spp. ocupa aproximadamente metade da superficie do meio;

4 Trichoderma spp. cresce sobre 1/3 da superficie do meio;

5 Trichoderma spp. ndo cresce e o patdogeno ocupa toda a superficie da placa.

4.5.2. Acao dos metabolitos volateis de Trichoderma spp. sobre Bipolaris oryzae

Um disco da colonia do patdégeno e um de cada isolado do antagonista foi
adicionado individualmente no centro de placas de Petri contendo meio BDA, em cada
base com o patdgeno e o antagonista ajustados e fechados com papel filme. As placas
foram incubadas a 25 £+ 2 °C, com fotoperiodo de 12 h, de forma que as bases superiores

sdo aquelas com patdgeno (Figura 2).
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FONTE: CRUZ, JM.F.L (2018)

Figura 2. Teste de producdo de metabolitos volateis de Trichoderma spp..

Durante cinco dias foi realizado diariamente, a medi¢ao do didametro das colonias
de B. oryzae com paquimetro digital, em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco
repicado da colonia pura, sendo posteriormente calculada a média. Esses dados foram
utilizados no calculo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), sendo os

dados expressos em cm.dia!, a partir de formula apresentada por Oliveira (1991):

IVCM = ). (D_N—Da)

Onde: IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;
D= didmetro médio atual da coldnia;
Da= diametro médio da colonia do dia anterior;

N= ntimero de dias apds a inoculagao.

Com os dados de crescimento micelial também foi calculada a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC) do patdégeno, de acordo com a formula

apresentadas abaixo:

(Dc-Dt)
PIC=——x 100
Dc

Onde: Dc= diametro da colonia no tratamento controle;
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Dt= diametro da coldonia em determinada dose.

Ao final do experimento, foi realizada a contagem de conidios formados ao quinto
dia de incubacdo. Para tal, em cada base de placa de Petri contendo o patdégeno, foi
adicionado 10 mL de ADE e feito a raspagem com uma escova de cerdas macia para
liberagdo dos conidios. A suspensao foi filtrada em dupla gaze e retirada uma aliquota de
1 mL e transferida para a camara de Neubauer, na qual foi feita a contagem de conidios

mL.
4.5.3. Acao de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Bipolaris oryzae

Para avaliar o micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre B. oryzae, foram
delimitados quatro quadrantes na parte inferior das placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (5,0 mm) com dimensdes da laminula a ser utilizada. Em seguida, um
pequeno fragmento contendo colonia de B. oryzae foi adicionado em uma das
extremidades dos quadrantes e na outra extremidade foi adicionado fragmento contendo
isolado do antagonista, com distancia aproximada de 1 cm.

As placas foram incubadas a 28 + 2 °C por 24 horas até ocorrer o contato entre as
hifas do patégeno e antagonista. Apds o contato entre as hifas, o meio foi cortado na
camada limitrofe e colocado em uma lamina, posteriormente foi corado com corante de
“Shear”, sendo em seguida sobreposta por uma laminula e realizada a observa¢ao em
microscopio Olympus BX53, com fotografias registradas através da camera Olympus

DP73 com auxilio do programa cellSens Dimension em aumento de 20, 40 e 100x (Figura

3).
RN
Yoo
.

Figura 3. Teste de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Bipolares oryzae.

»

FONTE: CRUZ, JM.F.L (2018)
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4.6. Qualidade fisiologica de sementes tratadas com Trichoderma spp.
Para avaliar a influéncia dos agentes biocontroladores sobre a qualidade
fisiologica, sementes de arroz vermelho sem inoculagdo de B. oryzae foram submetidas

aos tratamentos descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Tratamentos utilizados nas sementes de arroz vermelho.

Tratamentos

TO — Sementes desinfestadas com hipoclorito de sddio a 1% por 3 min

T1 — Sementes inoculadas com Trichoderma asperellum isolado de Trichodel®
T2 — Sementes inoculadas com Trichoderma spp. isolado de sementes de arroz
T3 — Sementes inoculadas com Trichoderma spp. isolado de sementes de algodao
T4 — Sementes inoculadas com Trichoderma spp. isolado de sementes de fava

T5 — Sementes inoculadas com Trichoderma spp. isolado de sementes de leucena
T6 — Captan (CM)

T6 — Tiabendazol (SE)

Para realizagdo do tratamento com os agentes biocontroladores foram utilizadas
duas formas de inoculagdo: 1 — Contato direto das sementes sob a colonia fungica de
Trichoderma spp. por 24 horas (CM); 2 — Imersdo por 5 minutos das sementes na
suspensdo de conidios (10® conidios/mL) do Trichoderma spp. (SE).

A suspensao de esporos foi realizada a partir da contagem de conidios, adicionado
10 mL de ADE em colonia pura de Trichoderma spp. e feito a raspagem com uma escova
de cerdas macia para liberagdo dos conidios. A suspensdo foi filtrada em dupla gaze e
retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para a camara de Neubauer, na qual foi feita
a contagem de conidios mL™! e ajustada a concentragdio para 10% conidios/mL.

ApoOs aplicagdo dos tratamentos as sementes foram submetidas aos testes de

germinacao e emergeéncia.

4.6.1. Teste de Germinacao

O testes de germinagdo foi realizado conforme prescricdes das Regras para

Analise de Sementes (BRASIL, 2009), onde foram utilizadas 100 sementes, distribuidas
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em quatro repeticoes de 25 sementes, e colocadas em substrato de papel “germitest”,
umedecido com 2,5 vezes o peso do papel seco e distribuidos em camera de germinagao
do tipo Biochemical Oxigen Demand (B.0.D.), regulada a 25 + 2 °C e fotoperiodo de
doze horas. Apds o semeio, os rolos foram acondicionados em sacos plasticos
transparentes, com a finalidade de evitar a perda de 4gua por evaporagdo. As contagens
de sementes germinadas foram realizadas diariamente do 5° ao 14° dia, contabilizando-
se as plantulas normais (raiz e hipocétilo).

A primeira contagem de germinagao foi conduzida conjuntamente com o teste de
germinagdo, compultando-se as sementes germinadas no 5° dia apds a semeadura
(BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi conduzido em conjunto com o
teste de germinacgdo, efetuando-se contagens diarias das sementes germinadas. O indice

foi determinado de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962):

G, +G,+..G, +G,
N, +N, +..+N_

IVG =

Onde: IVG = indice de velocidade de germinagao;

Gi1, G2 e Gy = nimero de sementes germinadas no primeiro, segundo e ultimo dia;

Ni, N2 e N, = ntimero de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e
ultima contagem.

O comprimento € massa seca € massa verde das plantulas foram realizados apds o
teste de germinagdo. Com o auxilio de uma régua graduada em milimetros, foram
avaliados o comprimento de parte aérea e raiz das plantulas normais, sendo os resultados
expressos em centimetros por plantula (cm.plantula™!).

Para determinacao da massa verde, a parte aérea e o sistema radicular das plantulas
foram pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,001g sendo os resultados expressos
em g.plantula’l. Posteriormente, foi determinado a massa seca da parte aérea e o sistema
radicular sendo colocadas em sacos de papel Kraft e levados para estufa com circulagao
forgada de ar a temperatura de 65 £ 2 °C, até a obtengdo de peso constante, por 48 horas.
Decorrido esse periodo foram pesados em balanga analitica com precisdo de 0,001g e os

resultados expressos em g.plantula.
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4.6.2. Teste de Emergéncia

O teste de emergéncia também foi realizado conforme prescri¢des das Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009), em ambiente protegido, com quatro repeticdes de
25 sementes, sendo semeadas em bandejas plasticas com dimensoes de 49x33x7,0 cm de
comprimento, largura e profundidade, respectivamente, contendo areia lavada,
previamente autoclavado por duas vezes (1,0 kgf/cm? a 120 °C por 60 min, com intervalo
de 24 h entre autoclavagens), cuja manuten¢do da umidade foi por meio de duas regas
diarias.

Para as contagens do teste de emergéncia o critério utilizado foi emissao dos
cotilédones acima do substrato do 5° ao 14° dia, sendo os resultados em porcentagem.

A primeira contagem de emergéncia também foi conduzida conjuntamente com o
teste de emergéncia, compultando-se as plantulas emergidas no 5° dia apds a semeadura
(BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de emergéncia foi conduzido em conjunto com o teste de
emergéncia, onde foi anotado diariamente o nimero de plantulas germinadas. O indice

foi determinado de acordo com a férmula proposta por Maguire (1962):

E,+E,+..E;+E,
N, +N, +...+ N,

IVE =

Onde: IVE = indice de velocidade de germinacgao;

G1, G2 e Gy = numero de plantulas emergidas no primeiro, segundo e ultimo dia;

Ni, N2 e N, = ntimero de dias decorridos da semeadura a primeira, segunda e
ultima contagem.

O comprimento e massa seca € massa verde das plantulas foram realizados apds o
teste de emergéncia. Com o auxilio de uma régua graduada em milimetros, foram
avaliados o comprimento de parte aérea e raiz das plantulas normais, sendo os resultados
expressos em centimetros por plantula (cm.plantula™').

Para determinacao da massa verde, a parte aérea e o sistema radicular das plantulas
foram pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,001g sendo os resultados expressos
em g.plantula!. Posteriormente, foi determinado a massa seca da parte aérea e o sistema

radicular sendo colocadas em sacos de papel Kraft e levados para estufa com circulacao
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forgada de ar a temperatura de 65 + 2 °C, até a obtengdo de peso constante, por 48 horas.
Decorrido esse periodo foram pesados em balanca analitica com precisao de 0,001g e os

resultados expressos em g.plantula.

4.7. Controle in vivo de Bipolaris oryzae com Trichoderma spp.

Para avaliar o potencial do uso de Trichoderma spp. em casa de vegetacao, foram
realizados dois experimentos, sendo um utilizando o antagonista no tratamento de
sementes, através do contato direto da semente com o micélio (Experimento 1) e outro no
tratamento foliar de plantas de arroz vermelho, através da suspensdao de esporos

(Experimento 2).

EXPERIMENTO 1

As sementes de arroz vermelho foram previamente desinfestadas em hipoclorito
de sdédio a 1% por trés minutos e submetidas aos tratamentos descritos na Tabela 3 do
item 4.6, com inoculagdo de B. oryzae. Para realizagdo do tratamento com os agentes
biocontroladores foram utilizado o contato direto das sementes sob a colonia fingica de
Trichoderma spp., sendo incubados em condicdes controladas de 25 + 2 °C e mantidas
por 24 horas.

Apos tratadas, as sementes foram transferidas para coldnia fingica do patéogeno
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, sendo inoculadas com B. oryzae,
também através do contato direto das sementes e foram incubados nas mesmas condi¢des
controladas e mantidas por mais 24 horas. Na testemunha, as sementes foram
acondicionadas em contato com o substrato livre de 7Trichoderma spp. e inoculadas com
patdgeno.

Apos tratadas com tratamentos bioldgicos e inoculadas com patdégeno as sementes
foram semeadas em sacos de polietileno com capacidade de 1,5 L contendo substrato
comercial Basaplant® e vermiculita esterilizados, na propor¢io de 2:1
(substrato/vermiculita - v/v).

Apo6s 30 dias das sementes inoculadas, as plantas foram analisadas por meio de
inspe¢ao visual, avaliando-se a incidéncia, severidade, indice de severidade e reducdo da

doenga.



34

EXPERIMENTO 2

As sementes de arroz vermelho previamente desinfestadas em solugdao de
hipoclorito de sédio a 1% por 3 minutos e lavadas em ADE por 1 minuto. Para realizacdo
do tratamento com os agentes biocontroladores foram utilizado a imersdo por 5 min das
sementes em suspensio de conidios (10% conidios/mL) dos Trichoderma spp.,
posteriormente as sementes foram semeadas em sacos de polietileno com capacidade de
1,5 L contendo substrato comercial Basaplant® e vermiculita esterilizados, na proporgio
de 2:1 (substrato/vermiculita - v/v).

A suspensao de esporos foi realizada a partir da contagem de conidios, adicionado
10 mL de ADE em colonia pura de Trichoderma spp e feito a raspagem com uma escova
de cerdas macia para liberagdo dos conidios. A suspensdo foi filtrada em dupla gaze e
retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para a camara de Neubauer, na qual foi feita
a contagem de conidios mL™! e ajustada a concentragdio para 10% conidios/mL.

Aos 15 dias ap6s semeadura as plantas foram submetidas aos tratamento descritos

na Tabela 4.

Tabela 4. Tratamentos para controle de Bipolaris oryzae em sementes de arroz vermelho.

Tratamentos

TO — Pulverizagdo com agua

T1 — Pulverizagdo com a suspensio de conidios (10® conidios/mL) de Trichoderma
asperellum isolado de Trichodel® + Tween 20 (0,05%)

T2 — Pulverizagio com a suspensio de conidios (108 conidios/mL) de Trichoderma spp.
isolado de sementes de arroz + Tween 20 (0,05%)

T3 — Pulverizagio com a suspensio de conidios (10® conidios/mL) de Trichoderma spp.
isolado de sementes de algodao + Tween 20 (0,05%)

T4 — Pulverizagio com a suspensio de conidios de (10% conidios/mL) Trichoderma spp.
isolado de sementes de fava + Tween 20 (0,05%)

T5 — Pulverizagio com a suspensio de conidios de (10® conidios/mL) Trichoderma spp.
isolado de sementes de leucena + Tween 20 (0,05%)

T6 — Pulverizagao com Tiabendazol (0,2g/200ml)
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ApOs tratadas com tratamentos bioldgicos, as plantas foram acondicionadas em
camara umida por um periodo de 24 horas. Transcorrido esse periodo, a plantas foram
inoculadas com B. oryzae e mantidas em camara imida por 48 horas apos pulverizagdo.

Ap6s 15 dias da inoculagdo do patdgeno, as plantas foram analisadas por meio de
inspecao visual, avaliando-se a incidéncia da doenga, severidade da doenca, indice de
severidade da doencga e a reducao da doenga.

A incidéncia da doenca foi calculada com base em férmula proposta por Teng e

James (2001):

Numero total de plantas infectadas por vaso

1 cidncia da b o 100
ncidéncia da Doenga(%) Numero total de plantas por vaso *

A severidade foi avaliada com base em escala diagramatica proposta por Lenz et
al. (2010), sendo adaptada para melhor obtencdo e representacdo dos dados, utilizando
uma escala de nota variando de 0-6 (Figura 4).

0 1 2

-

0% 1,6% 6,4%

Figura 4. Escala diagramatica (Lenz et al., 2010) adaptada da mancha-parda (Bipolaris oryzae)

do arroz indicando os niveis de severidade.
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4.8. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado nos experimentos de laboratdrio e casa de
vegetacdo foi o inteiramente casualizado (DIC), em quatro repeti¢des. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando software

estatistico Sisvar, versao 5.6 (Ferreira, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sanidade de sementes de arroz vermelho

Os fungos identificados e sua respectiva incidéncia nas sementes de arroz
vermelho foram: Bipolaris oryzae (60,0%), Curvularia sp. (43,0%), Fusarium sp.
(36,0%), Trichoconiella padwickii (35%), Alternaria sp. (17,0%), Phoma sp. (13,0%),
Cercospora oryzae (12,0%), Magnaporthe grisea (11,0%), Trichoderma sp. (9,0%),
Aspergillus sp. (8,0%), Nigrospora sp. (8,0%), Cladosporium sp. (5,0%), Penicillium sp.
(5,0%), Colletotrichum sp. (3,0) (Figura 5 e 6).

Colletotrichum sp. {_]
Penicillium sp. {__]
Cladosporium sp. {—_|
Nigrosporasp.{____]
Aspergillus sp. 4]
Trichodermasp. 4 ]
Magnaporthe grisea
Cercospora oryzae
Phoma sp.
Alternaria sp.
Trichoconiella padwickii
Fusarium sp.
Curvularia sp.
Bipolaris oryzae

10 20 30 40 50 60 70

o

Incidéncia (%)

Figura 5. Incidéncia de fungos em sementes de arroz vermelho (Oryza sativa L.).

Figura 6. Ilustragdo dos fungos identificados na sanidade de sementes de arroz vermelho. A —

Bipolaris oryzae, B — Curvularia sp., C — Fusarium sp., D — Trichoconiella padwickii, E —

Alternaria sp., F — Phoma sp., G — Cercospora oryzae, H — Magnaporthe grisea, 1 — Trichoderma
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sp., J — Aspergillus sp., K — Nigrospora sp., L — Cladosporium sp., M — Colletotrichum sp., N —

Penicillium sp..

Silva et al. (2014) observaram que o fungo Curvularia lunata mostrou-se
patogénico para variedade de arroz Bonanga, apresentando incidéncia elevadas com
valores de 70%. Roma (2010) trabalhando com arroz irrigado encontrou os fungos B.
oryzae, C. lunata, Fusarium semitectum, Fusarium solani, Microdochium oryzae,
Nigrospora oryzae, Pyricularia grisea, Trichoconiella padwickiii e Cladosporium
cladosporioides associados as sementes.

Scheidt (2017), encontrou sementes de arroz infectadas por uma ampla gama de
patogenos, sendo os fungos Microdochium oryzae, B. oryzae, Alternaria padwickii e
Curvularia sp. encontrados com maior incidéncia e prevaléncia.

Avaliando a qualidade sanitaria de diferentes lotes de sementes de arroz
provenientes de seis regides orizicolas do Rio Grande do Sul, Farias et al. (2007a),
observaram a ocorréncia de Alternaria sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Nigrospora sp.
e Phoma sp., responsaveis por manchas nos graos. Esses mesmos autores verificaram na
cultivar BRS 406 uma incidéncia de 57% de Bipolaris sp., corroborando com os dados
obtidos. De forma geral, esses microrganismos causam muitos danos quando associados
a sementes, que vao desde mancha nos graos até redu¢ao do potencial germinativo e
vigor, além dos problemas ocasionados em condigdes de campo.

De acordo com Kandhari (2010), as plantulas de arroz infectadas por Fusarium
Sfujikuroi ficam finas, com coloragdo verde amarelado claro, alongado anormalmente e
algumas morrem antes de produzir graos. Alguns outros sintomas sao a descoloragdo nos
nos inferiores e a produgdo de raizes adventicias em um ou mais nds acima do nivel da
agua.

Para Farias et al. (2007b), a presenga de Alternaria padwickii, associado as
sementes de arroz, podera ocasionar baixa germina¢ao das sementes, diminuicao da area
foliar sadia, consequentemente ocasionando problemas de baixa producao, além de
contribuir de forma significativa para mancha dos graos.

Malavolta et al. (2007) avaliando a qualidade sanitdria de sementes de arroz
oriundas de diferentes sistemas de cultivo, verificaram uma variacao, sendo observada
uma com alta incidéncia dos fungos P. grisea, B. oryzae € Microdochium oryzae no

cultivo inundado, enquanto que sob irrigagdo por aspersao predominaram Pyricularia
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grisea, Phoma sorghina e Drechslera spp., sendo estes fungos responsaveis por causar

depreciagao do grao e danos expressivos em campo.

5.2. Transmissdo de Bipolaris oryzae em sementes de arroz vermelho

A taxa de transmissdo maxima de B. oryzae em semente-planta de arroz vermelho
foi de 72,0% e 68,0%, com a inoculagdo através do contato direto das sementes sob a
colonia fungica do patdogeno e imersdo das sementes em suspensdo de esporos do
patogeno, respectivamente, nao diferindo estatisticamente entre si. Com os resultados

obtidos, confirma-se a transmissao desse microrganismo via sementes (Figura 7).
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Figura 7. Taxa de transmissdo de Bipolaris oryzae em sementes de arroz
vermelho (Oryza sativa L.), inoculadas através do contato com micélio (CM)
e suspensdo de esporos (SE). CV (%): 14,10. CM — Contato com Micélio e SE
— Suspensao de Esporos. Médias com mesma letra, ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

O resultado obtido mostra-se superior aos encontrados por Malavolta, et al.
(2002), que obteve niveis de transmissdo semente-plantula de 25%. Segundo Barnwal et
al. (2013) a transmissdo via sementes pode chegar a indices de até 80%.

Esses dois métodos de inoculacdo (imersdo na suspensao de esporos e contato com
a colonia fingica desenvolvida) sdo comumente utilizados para inoculagdo de patdogenos

em sementes, pois garante que todas estejam com as estruturas fungicas aderidos ao
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tegumento, para que assim possa avaliar a taxa maxima de transmissao de determinando
patogeno (MACHADO et al., 2001).

Estudos realizados por Sousa et al. (2009), considerando diferentes métodos de
inoculacdo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes de algoddo
(Gossypium hirsutum L.), cultivar Delta Opal, constataram que os métodos de inoculagao
na suspensao de conidios e contato direto com micélio destacaram-se como 0s mais
eficazes para causar infeccdo nas sementes, ndo havendo diferenca significativa entre
eles. Farias (2016) também ndo observou diferenca estatistica entre esses dois métodos
de inoculacdao em avaliacdo da taxa de transmissdo de F. oxysporum f. sp. vasinfectum
em sementes de algodao, cultivar BRS 286 e Topazio.

No entanto, em alguns trabalhos, consideram o método de imersao de sementes o
mais eficaz na inoculag@o de patdégeno, como o realizado por Pedroso et al. (2010), onde
constataram que a imersdo das sementes salsa (Petroselinum crispum) em suspensao de
conidios foi o0 mais adequado para inoculagdo de Alternaria alternata e Alternaria dauci.

Segundo Sousa et al. (2009) o método de contato direto apresenta como
desvantagem, para algumas sementes, a dificuldade de caracterizagdo entre infecgdo e
contaminagdo, pois as sementes por ficar por um periodo mais longo em contato com a
colonia fingica, o que pode iniciar o processo germinativo em um periodo relativamente
curto, com isso nao obtendo niveis satisfatorios de infeccao.

Em outras pesquisas, alguns autores relacionam que a agressividade do patégeno
pode esta relacionado com periodo de contato das sementes com o mesmo, como foi
verificado por Botelho et al. (2013), onde avaliando a inoculagao de dois isolados de S.
sclerotiorum em sementes de feijao comum, observaram que apos 36 horas das sementes
em contato com micélio, ndo reduziu o estande final de plantas, no entanto, quando o
periodo de contato com o mesmo isolado foi de 72 horas, houve reduc¢do no estande de

71,4%.

5.3. Teste de pareamento de culturas

Todos os isolados de Trichoderma sp. apresentaram rapido crescimento micelial

e intensa esporulagdo, e com apenas cinco dias de incubacao foi possivel observar a

inibi¢do no desenvolvimento de Bipolaris oryzae.
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Detectou-se agdo antagonica dos isolados de Trichoderma sobre o crescimento
micelial de B. oryzae no teste de confronto direto e todos os isolados exerceram acao
inibitdria sobre o crescimento de B. oryzae, sendo agrupados entre a classe 1 e 3, diferindo
estatisticamente da testemunha (Figura 7).

Dentre os 5 isolados de Trichoderma spp. testados, o tratamento T5 diferiu
estatisticamente dos demais isolados, se mostrando mais eficiente, estando agrupado na
classe 1, ou seja, 0 mesmo cresceu sobre o patdégeno e ocupou toda a superficie do meio,
sendo capaz de colonizar eficientemente o meio de cultura e produzir esporos em
abundancia sobre as coldnias de B. oryzae, impedindo o crescimento do patogeno, devido

sua acao micoparasita (Figuras 8).
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Figura 8. Crescimento de Bipolaris oryzae em cultivo pareado com isolados de
Trichoderma spp.. CV (%): 16,11. TO — Testemunha; T1 — Trichoderma
asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; T5
— Trichoderma spp. isolado de leucena. Médias com mesma letra, ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultado semelhantes foram obtidos por Broetto et al. (2014) trabalhando com

diferentes isolados de Trichoderma sp. no biocontrole de Machophomina phaseolina,
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constataram que em apenas cinco dias de incubagdo, os antagonistas ja inibiam o
desenvolvimento desse fungo.

Carvalho et al. (2015) também observou uma intensa esporulacio de isolados de
Trichoderma spp. utilizados no controle de Sclerotinia sclerotiorum e segundo esses
autores, essa alta capacidade de produgado de esporos ¢ forma de avaliar o potencial desse
antagonista, sendo esta uma ferramenta promissora no uso do controle bioldgico.

A capacidade de biocontrole depende de varios fatores e o método de cultivo
pareado ¢ uma das maneiras de realizar selecio de isolados com potencial de aplicagdo,
onde por essa técnica pode-se considerar isolados muito eficientes aqueles que
apresentarem notas entre 1,0 e 1,5, e eficientes aqueles que apresentarem notas entre 2,0
e 2,5 (ETHUR, 2006).

Isso foi demonstrado por Lima et al. (2016) ao avaliar atividade antagonista de
isolados de Trichoderma em fungos filamentosos (Alternaria sp., Aspergillus niger,
Bipolaris sp., Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani), sendo verificado efeito
antagdnico nos fungos testados. Para Bipolaris sp., o autores verificaram que esse fungo
teve seu crescimento fortemente inibido, apresentando na classificacdo do pareamento
notas 1 e 3, com valores de 100% a 66,6% de inibi¢ao do crescimento micelial.

Semelhantemente, Machado; Silva (2013) também constataram potencial
antagénico de Trichoderma spp. e produtos a base desse antagonista na redugdo do
crescimento micelial de Bipolaris sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. € Phoma sp.
oriundos de sementes Gochnatia polymorpha no teste de confronto direto, com notas

variando de 1 a 2,5.

5.4. Acao dos metabdlitos volateis de Trichoderma spp. sobre Bipolaris oryzae

Pelo teste de antibiose foi possivel observar a produgdao de metabdlitos volateis
de Trichoderma spp., verificando diferenca significativa para o indice de velocidade do
crescimento micelial de B. oryzae quando comparados com a testemunha. Dentre os
tratamentos, semelhante ao que ocorreu no teste de confronto direto, o isolado TS5 de
Trichoderma spp. se mostrou mais eficiente, diferindo dos valores obtidos para os demais

isolados de Trichoderma spp. (Figura 9).
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Figura 9. Efeito inibidor de metabolitos volateis de Trichoderma spp. sobre o indice
de velocidade do crescimento micelial de Bipolaris oryzae. CV (%): 4,89. TO —
Testemunha; T1 — Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp.
isolado de arroz; T3 — Trichoderma spp. isolado de algodao; T4 — Trichoderma spp.
isolado de fava; T5 — Trichoderma spp. isolado de leucena. Médias com mesma letra,
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

Existe uma grande variedade de compostos produzidos por espécies de
Trichoderma, incluindo enzimas liticas e hormoénios, além de muitos metabolitos
secundarios com importantes fungdes biologicas, sendo na grande maioria responsaveis
por estresses bioticos e abioticos (ABDELRAHMAN et al., 2016).

Nas pesquisas realizadas, dentre os varios mecanismos de acdo de Trichoderma
spp., a antibiose tem sido considerada uma das principais desses microrganismos (REINO
et al.,, 2008). Substancias foram observados por Abdelrahman et al. (2016), onde
verificaram o acimulo de mais de 25 metabolitos em plantas tratadas com dois isolados
de Trichoderma sp., sendo a maioria representado por fenilpropanoides, estando esse

composto envolvidos em mecanismo do tipo antibiose.
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As médias dos dados de inibicdo de crescimento micelial de B. oryzae,
demonstraram que compostos ou substancias gasosas foram liberadas e mostraram efeitos
inibitorios que situaram-se entre 38% e 47%. Dos isolados utilizados, o TS e T4 foram os
mais eficazes, comparando com os demais, onde os mesmos apresentaram inibi¢do de

47% e 43%, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de Bipolaris oryzae
por metabolitos volateis produzidos por isolados de Trichoderma spp.. CV (%):
8,78. T1 — Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp.
isolado de arroz; T3 — Trichoderma spp. isolado de algoddo; T4 — Trichoderma
spp. isolado de fava; TS5 — Trichoderma spp. isolado de leucena. Médias com
mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel

de 5% de probabilidade.

A capacidade de isolados de Trichoderma spp. na producdo de metabdlitos
volateis ja foi demonstrado em muitas pesquisas, como na realizada por Martini et al.
(2014), onde constataram a influéncia desses metabolitos no crescimento micelial de B.
oryzae ¢ Fusarium spp. veiculados a sementes de arroz irrigado. A producdo de
metabolitos volateis por Trichoderma também foi verificada por Guimaraes et al. (2016)

na reducao do crescimento de Cladosporium herbarum obtido de sementes infectadas de
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feijoeiro. Rodrigues et al. (2018) também observaram que isolados de Trichoderma spp.
reduziram completamente o crescimento micelial de Ceratocystis cacaofunesta.

Isaias et al. (2014) em avaliacdo da suscetibilidade de S. rolfsii e V. dahliae aos
metabolitos volateis liberados pelos isolados de Trichoderma testados, verificaram uma
variacao no percentual de inibi¢ao do crescimento micelial desses patdgenos, dependendo
do metabolito avaliado, onde V. dahliae foi mais suscetivel a acdo dos metabolitos
produzidos, com inibi¢cdo acima de 70%, em comparagdo a S. rolfsii, que apresentou
inibi¢do em torno de 55%.

Entender a acdo dos mecanismos antagdnicos de isolados de Trichoderma spp.
sobre fitopatdogenos € importante para a sele¢do de agentes de biocontrole eficientes,
sendo importante ressaltar, que esse potencial deve também ser avaliado em condi¢des de
campo, pois o nivel de controle bioldégico de um patéogeno pode variar em funcdo do
agente de biocontrole utilizado e sua capacidade de adaptacdo as condi¢des do ambiente
(ISAIAS et al., 2014).

Foi observado, que os tratamentos com o isolado T3, T4 e TS5 inibiram
significativamente a esporulagdo das coldnias do isolados de B. oryzae, sendo constatada
diferenga desses tratamentos com os demais. Também foi verificado que todos os
tratamentos de Trichoderma spp apresentaram inibi¢do significativa na esporulacao

quando comparadas com a testemunha (Figura 11).
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Figura 11. Numero de esporos de Bipolaris oryzae sobre influéncia dos
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metabolitos volateis produzidos por isolados de Trichoderma spp.. CV (%):
13,83. TO — Testemunha; T1 — Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 —
Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 — Trichoderma spp. isolado de algodao;
T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; TS — Trichoderma spp. isolado de
leucena. Médias com mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Valores transformados por

(Y + 1,0)%5,

Além de reduzir o crescimento micelial do patdgeno, os metabolitos volateis
produzidos por Trichoderma spp., podem impedir a esporulagdo ou germinacao de
esporos (SOLINO et al., 2017). Bomfim et al. (2010) também afirmaram que entre os
efeitos provocados pelos antibidticos, observa-se a reducdo e/ ou paralisacdo do
crescimento micelial, da esporulacdo e germinagao de esporos, além de distor¢ao de hifas
e enddlise.

No entanto, a baixa eficiéncia de Trichoderma sp. ao inibir o crescimento micelial
e esporulacdo por meio de metabolitos volateis ndo indica, necessariamente, a baixa
eficiéncia do mesmo no controle da doenga. A capacidade de biococontrole desses
antagonistas ndo se restringe somente ao mecanismo de antibiose.

Na literatura, os mecanismos de a¢ao como parasitismo, hiperparasitismo e
micoparasitismo (SANTOS et al., 2012), competigdo (BENITEZ et al., 2004) e indugio
de resisténcia (ABDELRAHMAN et al., 2016) ja foram descritos como fatores chave no
controle de diversas doencas. Dessa forma esses antagonistas podem agir contra
patogenos usando um ou mais mecanismos (DEMIRCI et al., 2011) e a atuagdo de varios
mecanismos ao mesmo tempo faz com que o antagonista garanta sua eficiéncia no

controle do patdgeno tanto in vitro quanto in vivo.

5.5. Micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Bipolaris oryzae

Foi observada agdo micoparasitaria de Trichoderma spp. sobre B. oryzae em todos
os tratamentos aplicados, através de mecanismos tais como: vacuolizagdo,
enrolamento/estrangulamento de hifas, alteracdo/deformag¢do da parede celular,

crescimento paralelo de hifas (patdgeno/hospedeiro) e plasmolise (Figura 12).
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Figura 12. Interagdes observadas ao microscopio entre hifas de Trichoderma spp. sobre Blolais

Ny

oryzae, isolado de arroz vermelho. A — Hifa sadia de B. oryzae.; B — Plasmodlise; C —
Alteragao/deformacdo da parede celular; D — Enrolamento/estrangulamento de hifas; E —

Vacuolizagdo; F — Crescimento paralelo de hifas

Carvalho Filho et al. (2008) verificaram efeito positivo no crescimento paralelo,
enrolamento e plasmoélise de hifas na interagdo antagOnica micoparasitaria de
Trichoderma spp. sobre Cylindrocladium scoparium. Montalvao (2012) obteve efeito
significativo no micoparasismo de Trichoderma harzianum contra Sclerotium rolfsii e
Sclerotinia sclerotiorum em tomateiro (Solanum Ilycopersicum), observando o

enrolamento e deformacao de hifas, bem como a penetragdo do patégeno.

5.6. Qualidade fisiologica de sementes tratadas com 7richoderma spp.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5, verificou-se que, com exce¢ao
do isolado T4, ndo houve efeito significativo dos demais isolados sobre as variaveis
analisadas quando comparadas com a testemunha, tanto para o contato com micélio,
quanto para imersao na suspensdo de esporos.

Quando comparou-se os resultados obtidos pelos dois métodos de inoculagdo, nao
constatou-se diferenca estatistica para germinagdo, primeira contagem e indice de

velocidade de germinacao (Tabela 5).
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Tabela 5. Germinacdo (G), primeira contagem de germinag¢do (PCG) e indice de velocidade de

germinagdo (IVG) de sementes de arroz vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma

spp..
GERMINACAO
Tratamentos G (%) PCG (%) IVG

CM SE CM SE CM SE
TO 100 aA 100 aA 99 aA 99 aA 4,99 aA 4,99 aA
T1 97 aA 98 aA 94 abA 93 abA 4,79 aA 4,84 aA
T2 99 aA 97 aA 99 aA 96 abA 4,95aA 4,84 aA
T3 89 bA 89 bA 89 bA 86 bA 445bA 4,42bA
T4 99aA 100 aA 98 abA 99 aA 4,93 aA 4,99 aA
T5 100 aA 100 aA 99 aA 100 aA 4,98 aA 5,00 aA
T6 98 aA 97 aA 97 abA 95 abA 4,88 aA 4,82 aA

CV (%) 2,53 2,73 4,22 4,84 2,84 2,86

Médias seguidas de mesma letra miniscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (10% conidios/mL).

Na Tabela 6 observa-se que nas sementes inoculadas com T5 (0,032g) por meio
do contato com micélio (CM) obteve resultados inferiores de massa verde de parte aérea
quando comparados com os tratamento a base de 7richoderma spp.. Para o método de
suspensdo de esporos (SE), todos os tratamentos foram superiores, exceto o T2 (0,044g)

que apresentou menor MVPA, nao diferindo do tratamento controle (0,042g).

Tabela 6. Massa verde da parte aérea (MVPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e comprimento

de parte aérea (CPA) de plantulas de arroz vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma

spp..
GERMINACAO
Tratamentos MVPA (g) MSPA (g) CPA (cm)
CM SE CM SE CM SE
TO 0,042 abcA 0,042 bA 0,0075 aA 0,0075 aA 12,85aA  12,85aA
T1 0,045 aA 0,046 abA  0,0054 bcA  0,0058 bcA 7,80 bA 6,97 cA
T2 0,043 abA 0,044 bA 0,0055bcA  0,0055 cA 7,32bA 7,87 cA
T3 0,046 aA 0,047 abA  0,0048 cA 0,0050 cA 7,62bA 8,02 cA
T4 0,035abcB 0,049 abA  0,0080 aA 0,0078 aA 12,15aA 12,70 aA
TS 0,032bcB 0,058 aA 0,0079 aA 0,0084 aA 11,70aB 12,90 aA
T6 0,031 cB 0,050 abA  0,0069 abA  0,0072 abA 10,80 aA  11,35bA
CV (%) 12,14 10,73 9,71 9,91 9,16 5,54

M¢édias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
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TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (10® conidios/mL).

Com relagdo a massa seca da parte aérea e comprimento de plantulas os
tratamentos TS5 e T4 apresentaram plantas mais vigorosas, com os valores de 0,0080¢g e
0,0079g para MSPA e 12,15 cm e 11,70 cm para CPA quando utilizou o método de
contato com micélio do patégeno (CM) e 0,0078g e 0,0084g para MSPA e 12,70 cm e
12,90 cm para CPA pelo método de inoculacdo com suspensdo de esporos (SE),
respectivamente, ndo diferindo estatisticamente da testemunha e do fungicida para a
MSPA e CPA no método CM. Para o método SE, apenas a testemunha foi semelhante
aos tratamentos TS5 e T4, proporcionando mariores resultados de comprimento da parte
aérea em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 6).

Em relagdo a comparacao entre os métodos de inoculagdo, ndo foi verificada
diferenca para a MSPA. Os resultados de T5, T4 e fungicida para MVPA se mostrou
superior no método de inoculagdo através da imersdo das sementes na suspensdo de
esporos (SE). O TS5 mostrou-se mais eficiente no CPA para o mesmo método de
inoculagdo (Tabela 6).

A inoculacao das sementes com os isolados T3 (0,021g) pelo método de contato
com micélio (CM), resultou no menor valore de massa verde da raiz, ndo diferindo dos
tratamentos T4 e TS5. As sementes inoculadas com isolados T4 (0,047g) e T5 (0,054g)
pelo método de suspensdo de esporos (SE), proporcionaram maiores valores de MVRA,

nao diferindo do tratamento quimico (Tabela 7).

Tabela 7. Massa verde da raiz (MVRA), massa seca de raiz (MSRA) e comprimento da raiz

(CRA) de plantulas de arroz vermelho submetidas a tratamento com 7richoderma spp..

GERMINACAO
Tratamentos MVRA (g) MSRA (g) CRA (cm)

CM SE CM SE CM SE
TO 0,024 abA 0,024 dA 0,0053 abA  0,0053 bA 13,80 abA 13,80 aA
T1 0,024 abA 0,028 cdA 0,0038 cdA  0,0038 cA 592deA  6,25bA
T2 0,025 abA 0,032 bedA 0,0032 deA  0,0037 cA 6,52deA  7,22bA
T3 0,021 bB 0,036 bedA 0,0026 eA 00,0028 cA 522 A 6,62 bA
T4 0,036aB 0,047 abA 0,0046 bcA  0,0050 bA 10,50 bcB 12,85 aA
T5 0,036aB 0,054 aA 0,0058 aA  0,0064 aA 14,02aA 13,57 aA
T6 0,029 abB 0,040 abcA 0,0055 abA  0,0054 bA 9,20 cdB 12,30 aA

CV (%) 24,13 17,80 11,12 8,96 15,46 6,82

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
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TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (10® conidios/mL).

Para a massa seca da raiz o TS5 obteve melhores resultados, entre os tratamentos
com Trichoderma spp., para ambos métodos de inoculagdo, sendo 0,0508g para CM e
0,0064g para SE, no entanto o método SE, foi superior significativamente quando
comparado com os demais tratamentos (Tabela 7).

Para comprimento de raiz, o melhor tratamento, quando comparado com a
testemunha, para método de inoculagdo CM foi o T5 (14,02cm). Para o método SE os
melhores tratamentos foram o T4 (12,85cm) e TS5 (13,57cm) os quais ndo diferiram
testemunha e do fungicida (Tabela 7).

Na comparacdo entre os métodos de inoculacdo, foi constatada diferenga
estatistica para os tratamento T3, T4, T5 e fungicida na MVRA, onde o método SE obteve
as melhores médias. Para o CRA, houve diferenca significativa para o tratamento TS5,
sendo o método SE superior quando comparado com o método CM. Nao houve diferenga
estatistica para MSRA (Tabela 7).

Os tratamentos das sementes com os 7Trichoderma spp., com excecao do T1,
influenciaram positivamente na emergéncia, obtendo melhores resultados em relacao a

testemunha no método CM e iguais significativamente no método SE (Tabela 8).

Tabela 8. Emergéncia (E), primeira contagem de emergéncia (PCE) e indice de velocidade de

emergéncia (IVE) de sementes de arroz vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma spp..

EMERGENCIA
Tratamentos E (%) PCE (%) IVE
CM SE CM SE CM SE

TO 90 bA 90 abA 1 bA 1 bA 3,22 cA 3,22 cA
T1 90bA  86bA 40aA 13 abB 3,98abA 3,37 bcB
T2 93 abA 92 abA 39aA  25aA 3,97 abA 3,79 abA
T3 92 abA 94 abA 37aA 28 aA 3,99 abA 3,75 abcA
T4 96 abA 95 abA 8bB  30aA 3,58 bcA 3,74 abcA
T5 99aA  99aA 31aA  36aA 4,11 aA 4,14 aA
T6 96 abA 89 abB 7abB 32 aA 3,64 abcA 3,55 bcA

CV (%) 4,11 5,62 19,46 22,74 5,46 6,52

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (10® conidios/mL). PCE — Valores transformados por (Y + 1,0)>.
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Para primeira contagem de emergéncia, no método de inoculagdo CM, com
excecdo do T4, houve diferenca estatistica para todos os outros tratamentos quando
comparado com a testemunha. J4 para o método SE, todos os tratamentos diferiram da
testemunha (Tabela 8).

Com relagdo ao indice de velocidade de emergéncia, no método CM, os
tratamentos resultaram em maiores indices, sendo superior a testemunha, com excecao
do T5. Todos os tratamentos no método SE, foram superiores a testemunha, com excegdo
do T1 e do fungicida (Tabela 8).

Comparando os métodos de inoculagdo, o T5 na PCE pelo método CM, apresentou
média inferior quando comparado com o método SE. O T1, para o método SE, nas
variaveis de PCE ¢ IVE obteve médias inferiores em relagao ao método CM, diferindo
estatisticamente, sendo observado resultado semelhante na emergéncia para o tratamento
fungicida (Tabela 8).

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos no método
de inoculagdo CM para massa verde da parte aérea. No método de inoculagdo SE,
observou-se que os tratamentos com os isolados de T3 (0,0424g), T4 (0,0469g) e T5
(0,0437g) foram os que apresentaram maiores valores ndo diferindo da testemunha

(Tabela 9).

Tabela 9. Massa verde da parte aérea (MVPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e comprimento

da parte aérea (CPA) de plantulas de arroz vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma

spp..
EMERGENCIA
Tratamentos MVPA (g) MSPA (g) CPA (cm)
CM SE CM SE CM SE
TO 0,0522 aA  0,0522 aA 0,0113bA  0,0113¢cA 9.80aA 9,80 aA
Tl 0,0552 aA  0,0395 bB 0,0130 abA  0,0120 cA 9.90aA 7,25bB
T2 0,0595aA  0,0410 bB 0,0135aA  0,0127 bcA 9.97aA 7,75bB
T3 0,0612 aA  0,0424 abB 0,0137aA  0,0126bcB  1020aA 7,80 bB
T4 0,0590 aA  0,0469 abB 0,0127abA  0,0138abA  10,00aA 8,47 abB
TS5 0,0612 aA 0,0437 abB 0,0140 aA 0,0146 aA 10,02 aA 8,17 abB
T6 0,0532 aA  0,0410 bB 0,0125abA  0,0126bcA 10,00 aA 8,00 bB
CV (%) 6,89 10,05 5,89 5,14 3,56 9,09

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (108 conidios/mL).
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Todos os tratamentos de Trichoderma spp. promoveram uma maior massa seca de
parte aérea no método de inoculagdo CM, ndo diferindo do fungicida e diferindo do
tratamento controle. Para o método de inoculagao SE, os maiores valores de MSPA foram
obtidos pelo tratamento T4 (0,0138g) e T5 (0,0146g) (Tabela 9).

Para comprimento de plantulas também nao houve diferenca entre os tratamentos
no método de inoculacdo CM. No método de inoculagdo SE observou-se um efeito
positivo sobre o desenvolvimento de plantulas tratadas com T4 e TS5, ndo diferindo
estatisticamente da testemunha (Tabela 9).

Em comparagdo com os métodos testados, com excecao da testemunha nas
variaveis, MVPA e CPA, o método de inoculagio CM proporcionou melhor
desenvolvimento e vigor das plantulas tratadas. Ja para a MSPA o método de inoculagao
ndo diferiu estatisticamente, com exce¢do do T3, que obteve melhor resultado na
inoculagao com CM (Tabela 9).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, verificou-se que nao houve
efeito significativo do tratamento das sementes com os isolados de Trichoderma spp.
sobre a massa verde da raiz, massa seca da raiz para ambos os métodos de inoculagdo e
para o comprimento da raiz (CRA) no método SE. Ja no método CM, em relacdo ao CRA,
houve efeito positivo dos demais tratamentos quando comparada a testemunha, com

excec¢ao do T1.

Tabela 10. Massa verde da raiz (MVRA), massa seca da raiz (MSRA) e comprimento da raiz

(CRA) de plantulas de arroz vermelho submetidas a tratamento com 7richoderma spp..

EMERGENCIA
Tratamentos MVRA (g) MSRA (g) CRA (cm)

CM SE CM SE CM SE
TO 0,060 aA 0,060 aA 0,013aA 0,013 aA 6,05bA  6,05aA
T1 0,061 aA 0,065 aA 0,013 aA 0,012 aA 7,20 abA 6,02 aB
T2 0,061 aA 0,069 aA 0,013 aA 0,013 aA 7,62 aA  5,85aB
T3 0,065 aA 0,067 aA 0,013aA 0,011 aB 7,75aA 6,30 aB
T4 0,073 aA 0,065 aA 0,012aB 0,014 aA 7,95aA 6,82 aB
T5 0,076 aA 0,065 aA 0,014 aA 0,014 aA 7,75aA 6,75 aB
T6 0,065 aA 0,075 aA 0,012aA 0,012 aA 7,30 aA 6,30 aB

CV (%) 12,75 21,21 7,53 9,45 6,92 9,98

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. TLeu — Trichoderma spp. isolado de leucena;
TFav — Trichoderma spp. isolado de fava; TPro — Trichoderma asperellum de Trichodel®; TAlg —
Trichoderma spp. isolado de algoddo; TArr — Trichoderma spp. isolado de arroz; CM — Contato com
Micélio e SE — Suspensio de Esporos (10% conidios/mL).
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Na comparagdo entre os métodos de inoculagdo, com excecdo da testemunha,
observou-se diferenga significativa, onde o CM proporcionou maior CRA. J4 para a
variavel MSRA, o tratamento T1 obteve melhor resultado no método de inoculagdo de
SE e o T5 no método de CM. Nao houve diferenca estatistica para a MVRA entre os
métodos testados (Tabela 10).

Semelhante aos resultados obtidos nesse trabalho, Doni et al. (2014)
demonstraram que plantas de arroz inoculadas com Trichoderma spp. apresentaram
aumento significativo da taxa de germinagdo, indice de velocidade de germinagdo,
emergéncia, comprimento de plantulas, massa da parte aérea e da raiz.

Abdelrahman et al. (2016) ao avaliarem a influéncia de dois isolados de T.
longibrachiatum inoculados em sementes de cebola (Allium cepa), verificaram que os
mesmo promoveram melhoria do crescimento e desenvolvimento, com aumento
significativo da porcentagem de germinacdo, emergéncia, peso e altura de plantulas em
comparacao ao tratamento controle, sendo esses resultados semelhantes aos encontrados
nesse trabalho. Chagas et al. (2017) também ressaltaram o potencial de isolados de
Trichoderma asperellum na promocao de crescimento inicial de plantas soja (Glycine
max), feijdo caupi (Vigna unguiculata), milho (Zea mays) e arroz (Oryza sativa),
corroborando com os resultados observados nesse trabalho.

A capacidade de Trichoderma spp. em proporcionar o crescimento mais vigoroso
de plantas estd ligado a sua capacidade de producdo de auxinas que estimula o
alongamento celular e a iniciagdo da raiz e giberelina que esta envolvida na divisdo celular
que influencia na germinagao da semente (DONI et al., 2014). Além disso, Cai et al.
(2013) relataram que o metabolito secundario, harzianolide produzido por Trichoderma
spp. pode influenciar no desenvolvimento do estdgio inicial da planta através do aumento
do comprimento da raiz.

Diversos fungos promotores de crescimento sao usados na agricultura (BUBA et
al., 2015), sendo Trichoderma o mais comum, por possuir diversas espécies capazes de
estimular o crescimento das plantas, aumentando a absorcdo de 4gua e minerais,
notadamente fosfato e suprimir doengas de plantas (YADAV et al., 2015).

Segundo Carvalho et al. (2014) a colonizagdo da superficie da sementes e
hipocoétilo pelo antagonista € a principal caracteristica para selecao de potenciais agentes

de biocontrole, pois promove a prote¢ao de possiveis sitios de infec¢do do patdgeno.



54

No teste de germinagao detectou-se a colonizagao do Trichoderma spp. nas raizes
primarias e secundarias. O desenvolvimento do antagonista no sistema radicular ¢
caracteristica de fundamental importancia para agentes de controle bioldgico, pois

promove a protecdo de possiveis sitios de infec¢ao (Figura 13).
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Figura 13. Trichoderma spp. colonizando plantulas de arroz vermelho (Oryzae sativa L.)

5.7. Controle in vivo de Bipolaris oryzae com Trichoderma spp.

EXPERIMENTO 1

Para incidéncia da doenga, verificou-se reducao significativa em todas as plantas
tratadas com os isolados de Trichoderma spp., onde observou-se que na testemunha
(plantas ndo tratadas) todas as plantas (100%) apresentaram sintomas de mancha-parda e
nos tratamentos os valores variaram de 33% a 46%. Nao foram verificadas diferencas

significativas entre os isolados de Trichoderma spp. e o fungicida (Figura 14).
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Figura 14. Incidéncia da Mancha Parda, causada por Bipolaris oryzae em plantas de arroz

vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma spp.. CV (%): 37,31. TO — Testemunha; T1

— Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 —

Trichoderma spp. isolado de algodao; T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; TS — Trichoderma

spp. isolado de leucina; T6 — Fungicida. Médias com mesma letra, ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Valores transformados por (Y +

1,0)%5.

Para severidade, os tratamentos a base de Trichoderma spp se mostraram efetivos,

com excecao do T3, que ndo diferiram estatisticamente do tratamento fungicida. Quando

comparados com a testemunha, todos os tratamentos apresentaram notas inferiores a 2

(3,2% da area foliar lesionada), diferindo do tratamento controle (Figura 15).
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Figura 15. Severidade da Mancha Parda, causada por Bipolaris oryzae em plantas de arroz
vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma spp.. CV (%): 10,05. TO — Testemunha; T1
— Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 —
Trichoderma spp. isolado de algodao; T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; TS — Trichoderma
spp. isolado de leucina; T6 — Fungicida. Médias com mesma letra, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Valores transformados por (Y +

1,0)°5.

EXPERIMENTO 2

Verificou-se que, de forma geral, a aplicacao dos isolados de Trichoderma spp.
resultou em redugdo significativa da incidéncia de mancha parda do arroz vermelho
quando comparada com a testemunha. Ao final do experimento (30 dias) os tratamentos
apresentaram reducdo da incidéncia, variando de 33,0% a 66,2%, nao havendo diferenca

significativa entre os tratamentos e o fungicida (Figura 16).
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Figura 16. Incidéncia da Mancha Parda, causada por Bipolaris oryzae em plantas de arroz
vermelho submetidas a tratamento com 7richoderma spp.. CV (%): 20,25. TO — Testemunha; T1
— Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 —
Trichoderma spp. isolado de algodao; T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; TS — Trichoderma
spp. isolado de leucina; T6 — Fungicida. Médias com mesma letra, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Valores transformados por (Y +

1,0)%5.

A severidade foi significativamente menor com as aplicagdes prévias
de Trichoderma spp. se comparado com a severidade das mudas inoculadas somente
com B. oryzae (T0). No geral, os tratamentos reduziram as lesdes ocasionadas por B.
oryzae em plantas de arroz vermelho, com nota entre 2 (3,2% de lesdes na folha) e 3
(6,4% de lesdes na folha), sendo observado que esses tratamentos na diferiram

estatisticamente do tratamento fungicida (Figura 17).
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Figura 17. Severidade da Mancha Parda, causada por Bipolaris oryzae em plantas de arroz
vermelho submetidas a tratamento com Trichoderma spp.. CV (%): 29,58. TO — Testemunha; T1
— Trichoderma asperellum de Trichodel®; T2 — Trichoderma spp. isolado de arroz; T3 —
Trichoderma spp. isolado de algodao; T4 — Trichoderma spp. isolado de fava; TS — Trichoderma
spp. isolado de leucina; T6 — Fungicida. Médias com mesma letra, ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Khalili et al. (2012), avaliando trés isolados de nativos de Trichoderma
harzianum, T. virens e T. atroviride, no controle da mancha parda em arroz (Oryza sativa)
obteve controle variando de 32,2 a 48,9 % apos pulverizagdo foliar de isolados de
Trichoderma em cultivares de Tarom.

Abdel-Fattah et al. (2007), obtiveram notas de severidades entre 2,5 ¢ 4, com o
tratamento foliar em arroz com Trichoderma harzianum, verificando um indice maximo
de severidade da doenca de 53,5%, para a mesma suspensdo de esporos aplicada neste
trabalho. Também observaram, uma incidéncia de 12% de B. oryzae para as plantas

tratadas.



59

Uma significativa reducdo no sintoma de podriddo basal causada por Fusarium
oxysporum f. sp cepa foi observada em plantas de cebola (4l/lium cepa L.) tratadas com
dois isolados de T. longibrachiatum (ABDELRAHMAN et al., 2016). Semelhantemente,
Souza et al. (2014) observaram redugdo da severidade de requeima da batata ao tratar as
plantas com suspensdo de esporos de 7. harzianum e T. longibrachiatum. Para os autores,
essa eficiéncia, provavelmente, estd associada a suas caracteristicas intrinsecas como
mecanismos que sobrepdem a defesa dos patdgenos, competir com microrganismo do
solo e resistir aos fatores abidticos, que sugere que esses isolados possui um bom
potencial no controle de P. infestans em condi¢des de campo.

Segundo Shoresh et al. (2010) a influéncia de espécies de Trichoderma no
crescimento das plantas e tolerancia a fatores abidticos e bidticos também se deve a
alteracdo no proteoma e metaboloma da planta com a colonizagado de raizes.

Gava; Menezes (2012) verificaram que, de forma geral, a aplicacdo de isolados de
Trichoderma resultou em reducdo significativa da incidéncia de doencas do melao
(Cucumis melo) em area de cultivo naturalmente infestada no Vale do Sao Francisco. Ao
final do experimento (73 dias) os tratamentos com os isolados LCB49 e LCBS50
apresentaram a maior eficacia de controle, com 48,1 e 51,6%, respectivamente, sendo
esses resultados proximo aos encontrados nesse trabalho.

Trichoderma spp. demonstraram ser agentes eficientes no biocontrole do mofo
branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, no feijdo comum (Phaseolus vulgaris),
com reducdo da doenca em torno de 80% em trabalho realizado por Carvalho et al. (2015).
Além disso, esses autores também observaram a redu¢ao no nimero de apotécio, que sao
estruturas de frutificacao desse patdogeno.

A protecdo de plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) por Trichoderma
harzianum, T. strigosum e T. theobromicola contra a antracnose, causada por
Colletotrichum lindemuthianum foram observadas por Pedro et al. (2012) sendo
verificado valores de 77,6% a 97,54% de redugdo. Além da reducao da severidade, esses
autores também observaram a eficiéncia desses isolados na promocgao de crescimento de
plantas de feijdo tratadas. Bae et al. (2011) também constataram que isolados de T.
theobromicola foi capaz de atrasar o desenvolvimento de sintomas de doenga causados

por P. capsici em pimentdo (Capsicum annuum).
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6. CONCLUSOES

1. Todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram acdo micoparasitarias.
Trichoderma spp. se mostraram eficientes no controle in vitro e in vivo.
Trichoderma spp. nao interferiu na qualidade fisiologica das sementes.

Bipolaris oryzae apresentou alta incidéncia em sementes.

A

A incidéncia e severidade da doenca foram reduzidas com aplicagdo dos
tratamentos a base de Trichoderma spp.

6. O fungo Bipolaris apresentou alto indice de transmissao semente-planta.
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