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RESUMO

O feijao comum Phaseolus vulgaris representa a leguminosa de grdaos mais
importante para o consumo humano no Brasil. Mas o uso indiscriminado de
agrotoxicos acarreta um grande prejuizo a saude das pessoas e do meio
ambiente. O uso de novos métodos de combate a doengas fungicas se faz
necessario para o equilibrio da cadeia produtiva. O trabalho objetivou-se em
avaliar o potencial do antagonismo de isolados de Trichoderma harzianum
contra Fusarium solani in vitro e in vivo, quanto a sua capacidade de competir e
inibir o crescimento do patégeno em placas de petri, controlando e reduzindo a
pressdo do indéculo no campo, utilizando este microrganismo como
biocontroladores de doengas fungicas como uma boa alternativa. Para isso
foram utilizados os métodos de confronto direto, e de metabdlitos volateis.
Sendo assim o uso de Trichoderma harzianum propicia a planta de feijdo uma
reducdo da severidade da doenca radicular afetada na planta, servindo entao
como um agente biocontrolador de doengas radiculares e promotor de
crescimento de plantas.
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ABSTRACT

The common bean Phaseolus vulgaris represents the most important grain
legume for human consumption in Brazil. But the indiscriminate use of
pesticides causes great harm to people’s health and the environment. The use
of new methods to combat fungal diseases is necessary to balance the
production chain. The objective of this work was to evaluate the potential of
isolated Trichoderma harzianum against Fusarium solani in vitro and in vivo,
regarding their ability to compete and inhibit the growth of the pathogen in petri
dishes, controlling and reducing the inoculum pressure in the field, using this
microorganism as biocontrollers, of fungal diseases as a good alternative. For
this, the methods of direct confrontation and volatile metabolites were used.
Thus, the use of Trichoderma harzianum conducive to the bean plant a
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reduction in the severity of root rot affected in the plant, then serving as a
biocontrol agent of root rot and a plant growth promoter.
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1. INTRODUGAO

Os graos de feijdes (Phaseolus spp.), e em particular o feijdo comum
Phaseolus vulgaris, representam a leguminosa de grédos mais importante para
o consumo humano continuo no Brasil. Este grao possui alta fonte de proteina
vegetal altamente valiosa em micronutrientes (BROUGHTON, 2003; Vaz Patto,
2015), possibilitam beneficios a saude relacionados ao seu consumo regular
(MESSINA, 2014; BITOCCHI, 2016), e contribuem para melhorias sustentaveis
no meio ambiente, quando sdo cultivados em rotacdo de culturas ou com
intercalacéo, devido a sua fixagao biolégica de nitrogénio (RUBIALES E MIKIC,
2015; BITOCCHI, 2016), portanto, o feijao tem um papel fundamental na
diversificagao e intensificacdo sustentavel da agricultura, especialmente com os
novos e urgentes desafios, de acordo com as mudangas climaticas.

Conforme os dados da Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB
(outubro/18), a producao nacional de feijao (Phaseolus spp.) total somas das
duas safras 2017/18, foi de 3,12 milhdes de toneladas, gerando na produg&o
283 mil toneladas de feijdo na mesa dos brasileiros. Consequentemente, s&o
encontrados diversos problemas de doengas que transcorrem no feijoeiro,
restringindo o seu desenvolvimento e trazendo prejuizos de grande importancia
econdbmica, conforme a linhagem do patégeno em questdo das condi¢des
climaticas de cada regiao e de controle.

Ja o fungo Fusarium solani é disseminado dentro e entre lavouras
através do movimento de solo, residuos infectados de tecidos do hospedeiro,
agua de drenagem ou irrigagdo, sementes contaminadas, homem e
equipamentos agricolas. O fungo sobrevive no solo na forma de clamiddsporos
(estruturas de resisténcia) e em restos culturais, infectando plantas nativas ou
em estagio de dorméncia, no caso do F. solani, essa sobrevivéncia pode ser
através de micélio e esclerédios (PAPAVIZAS & DAVEY, 1962). Sendo
ecologicamente diversificados, formando Micorrhyzum e agindo como
patdgenos de diversas espécies de plantas (OGOSHI, 1987).



O fungo Trichoderma harzianum corresponde a fase anamodrfica do
género Hypocreales que pertence ao filo Ascomycota (AGRIOS, 1997). As
espécies de T. harzianum geralmente sdo encontradas como componentes da
microbiota em quase todos os tipos de solos, especialmente os organicos,
incluindo a camada de humus das florestas, solos agricolas e pomares podem
viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (ROIGER, 1991). O
Trichoderma harzianum atua como micoparasita necrotréfico eficaz no controle
de muitos fungos fitopatogénicos, principalmente os que tém estruturas de
resisténcia que dificultam o ataque por outros microrganismos (MELO, 1998).

O agente de controle biolégico consiste na utilizagdo de organismos que
atuam como biocontroladores, para o combate de doengas fungicas, o fungo do
género T. harzianum sao oportunistas, simbiontes de plantas, fortes
competidores no ambiente do solo, constituem fontes de enzimas
degradadoras de parede de outros fungos, s&o, também, importantes
produtores de antibioticos e parasitas de fungos fitopatogénicos (KUMAR et al.,
2012), controlando e reduzindo a pressao do indculo da doenga no campo.

Diferente do controle quimico que tem efeito sobre as doengas em
plantas, mas que acarreta inumeros problemas para o meio ambiente, o
controle biolégico promove a redugdo do in6culo da doenga no campo e,
consequentemente, sua incidéncia, o controle bioldégico com T. harzianum em
feijoeiro deve ser utilizado de forma preventiva e pode ser realizado no
tratamento de sementes ou com pulverizacdo em area total quando a cultura
estiver com trés a quatro trifolios.

Desta maneira, o presente estudo teve como propodsito selecionar
isolados de Trichoderma harzianum quanto a sua capacidade de produzir
metabdlitos volateis, para competir e inibir o crescimento de Fusarium solani in
vitro para posteriormente, serem empregados em testes de casa de vegetagao.
Para isso foi proposto um programa experimental que engloba a andlise das
espécies, conduzidas pelo delineamento inteiramente ao acaso (DIC) e os
resultados serdao submetidos a analise de varidncia, com médias separadas

pelo teste de Duncan (5%).

2. METODOLOGIA



O Experimento foi conduzido na Faculdade de Inhumas — FacMais. Os
isolados de Trichoderma harzianum e do patdgeno Fusarium solani foram
fornecidos pela Embrapa Arroz e Feijao, que pertencem a Colegdo de Fungos
para Controle Biolégico de Fitopatégenos da Embrapa, Santo Anténio de
Goias-GO para a condugao do experimento. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com 5 repeticdbes. Os dados foram submetidos
separadamente a analise de varidncia. Quando se observou diferenga
significativa pelo F-teste (5%), foi realizado o teste Duncan (5%) para a

separacao de médias.

2.1 Antagonismo em cultura pareada

Para o teste de confronto dos isolados de Trichoderma harzianum com
os isolados de Fusarium solani, estes foram submetidos ao método da
confrontagao direta (ETHUR et al., 2005). Discos de agar contendo micélio dos
fungos (5 mm de didmetro) foram retirados de colénias com setes dias de
cultivo e depositados, simultaneamente, em extremidades opostas das placas
de Petri, contendo meio BDA (Agar Batata Dextrose) solidificado, as placas
foram incubadas a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagao foi realizada
assim que a testemunha desenvolveu até a borda da placa, com o auxilio de

um paquimetro o didmetro das col6nias foram medidas.

Figura 1: Inoculagéo em placas de petri com T. Harzianum e F. solani.



Figura 2: Teste de confronto entre T. Harzianum e F. solani em placas de petri.

2.2 Metabolitos volateis

O teste metabdlitos volateis foi realizado com base no método de
(BHARAT et al.1980), onde as tampas ou fundos das placas de Petri com o
mesmo tamanho (didmetro) foram dispostas umas sobre as outras, apos ter
vertido meio BDA em cada uma delas. No centro da placa, foi semeado o
antagonista na inferior e na superior o patégeno, ambos na forma de discos de
agar (1 cm) contendo micélio e conidios. Para testemunha o patdgeno
inoculado na placa sem o antagonista. Lateralmente, as tampas foram vedadas
com membrana plastica e em seguida, incubadas a 25°C com fotoperiodo de

12 horas.

Figura 1:Teste de metabdlitos volateis entre T. Harzianum e F. solani.



Figura 2:Teste de metabdlitos volateis entre T. Harzianum e F. solani.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de metabdlitos volateis, do isolado de Trichoderma
harzianum exibiu agdo antifungica, pois inibiu em 80% o crescimento do
patégeno, sendo estatisticamente significativo (Tabela. 1).

Segundo (SILVA, 2011), os resultados obtidos corroboram com o seu
trabalho realizado, pois indicam um grande potencial de controle de F. solani
utilizando-se espécies de T. harzianum. Os resultados obtidos no presente
trabalho estao de acordo com os observados por (Ethur et al., 2001), onde os
autores verificaram que os isolados de T. harzianum cresceram sobre o

patdgeno sendo eficaz no seu controle.

Tabela 1. Efeito inibidor de metabdlitos volateis de T. harzianum sobre o

crescimento de F. solani.

Tratamentos Metabdlitos volateis
Sem T. harzianum apenas F. solani 100 B
T.harzianum 100 B
Fusarium solani + T. harzianum 20A

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo

teste de Duncan, a 5% de probabilidade.



O Trichoderma harzianum inibiu o crescimento micelial do fungo
Fusarium solani, em confronto direto, apresentando 1,4 cm de didametro, com
84% de inibicao do patégeno em relagao a testemunha (Tabela. 2).

Estes resultados estdo de acordo com o que foi constatado por
(LISBOA et al., 2007), que obteve, trabalhando com isolados de T. harzianum,
inibicdo in vitro de 42,31% a até 74,41% do micélio de Botrytis cinerea.

O confronto antagonista vs. fitopatbgeno in vivo, contribui com
expectativas futuras para agricultura, de maneira a ressaltar a tomada de
decisdo a possiveis usos de biocontroladores contra diversas doencgas
(OTADOH et al., 2011), e possiveis promotores de crescimento das plantas
(JOSHI et al., 2010). (Rinu et al., 2013), verificaram em um estudo que a
estirpe do T. gamsii foram eficazes em campo, de modo que as plantas
leguminosas e cereais ndo apresentaram sintomas de doengas, sendo testado
contra inumeros patogenos, dentre, Alternaria alternata, Cladosporium
oxysporum, Fusarium oxysporum, Fusarium pallidoroseum, Fusarium solani,

Pythium afertile, e Phomopsis archeri.

Tabela 2. Médias do crescimento micelial de Trichoderma harzianum, em

ensaio de confrontacdo direta.

Crescimento micelial
Tratamentos (cm)

Sem T. harzianum apenas F.

solani 9B
T.harzianum 9B
Fusarium solani + T. harzianum 7,6 A

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo

teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

O isolado de Trichoderma harzianum foi efetivo na redugdo do
crescimento micelial de Fusarium solani no teste de metabdlitos volateis.
O T. harzianum em confronto com Fusarium solani apresentou alto

potencial antagdnico.



O isolado de Trichoderma harzianum pode ser utilizado como um agente
biocontrolador de doencas radiculares.
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