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RESUMO

LUIZ, Paulo Henrique Dionizio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2021.
Trichoderma afroharzianum para o controle do nematoide das galhas e sua
compatibilidade com defensivos quimicos. Orientador: Leandro Grassi de Freitas.
Coorientadora: Thalita Suelen Avelar Monteiro.

Os fitonematoides sdo responsaveis por grandes perdas de produtividade nas mais diversas
culturas agricolas e, especialmente na soja cultivada no Cerrado, em solo arenoso e em regime
de altas temperaturas, essas perdas sdo muito significativas. Na soja, a espécie Meloidogyne
javanica é uma das que mais ocorre, demandando medidas de controle eficazes e que causem
baixo impacto ambiental. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade do fungo
Trichoderma afroharzianum em controlar M. javanica e testar a sua compatibilidade com
defensivos agricolas usuais no tratamento de sementes de soja e com o fungo Pochonia
chlamhydosporia. O experimento de controle bioldgico de M. javanica por T. afroharzianum e
Pochonia chlamydosporia foi realizado duas vezes em temperaturas entre 26 ° e 30 °C em casa
de vegetacdo e mostrou compatibilidade entre T. afroharzianum e P. chlamydosporia, nao
havendo detrimento da acdo nematicida com a utilizacdo de ambos em conjunto quando
comparada com a acdo nematicida de ambos utilizados em separado. As avalicbes da
compatibilidade de T. afroharzianum com defensivos agricolas foram realizadas in vitro, em
placas de Petri de 9 cm de didmetro e em casa de vegetacdo. No teste in vitro, o crescimento
fangico foi avaliado medindo-se o didmetro da col6nia sobre meio de cultura a cada 24 horas,
no periodo de 3 dias. Foi realizado um teste de compatibilidade em casa de vegetacdo e as
sementes de soja foram tratadas com produtos quimicos na dosagem recomendada para 100 kg
de sementes, com posterior adicdo de T. afroharzianum em concentracdo calibrada para o
volume de 2 litros de solo. O fungo reduziu a reproducdo do nematoide de galhas nos dois
experimentos de biocontrole, com o controle variando de 45,2 % a 50,12 % no ndmero de ovos
por grama de raiz e de 41 % a 49,5 % no nimero de galhas por grama de raiz. No teste de
compatibilidade in vitro, alguns defensivos agricolas inibiram o crescimento do fungo, sendo
que os principios ativos Carbendazim + Thiram e Metalaxil + Fludioxonil + Tiabendazol
causaram as maiores inibices de crescimento. No experimento em casa de vegetacdo de
compatibilidade de T. afroharzianum com defensivos no tratamento de sementes, o fungo
reduziu a populagdo do nematoide e alguns produtos que in vitro haviam inibido crescimento,
ndo interferiram no controle biolégico de M. javanica. Ao avaliar a quantidade de unidades

formadoras de colonia de Trichoderma afroharzianum apds 45 dias apds semeadura,



verificamos que o principio ativo Captan aumentou duas vezes o nimero de UFC por grama de
raiz em relacdo ao numero inicial de conidios aplicados e ndo se diferiu do tratamento controle.
Nos principios ativos Difeconazole e Piraclostrobina+ Tiofanato Metilico + Fipronil, a
recuperacdo de UFC foi de cerca da metade da quantidade inicial aplicada, que era de 1 x 10*
UFC. g solo. O isolado T10 de T. afroharzianum controlou M. javanica em soja e apresentou
compatibilidade com os principios ativos: Abamectina, Imidacloprido + Tiodicarbe,
Tiametoxam e Captan, demostrando potencial para se tornar ingrediente ativo de produto

comercial.

Palavras-chave: Fitonematoides. Controle bioldgico. Fungo nematdfago. Pochonia

chlamydosporia.



ABSTRACT

LUIZ, Paulo Henrique Dionizio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October 2021.
Trichoderma afroharzianum for the control of the root-knot nematode and its
compatibility with chemical defensives. Advisor: Leandro Grassi de Freitas. Co-advisor:
Thalita Suelen Avelar Monteiro.

Plant-parasitic nematodes are responsible for large yield losses in the most diverse agricultural
crops and, especially in soybean cultivated in the Cerrado ecossystem, on sandy soils and under
high temperatures, these losses are very significant. In Brazil, the species Meloidogyne javanica
is one of the most occurrent, demanding control measures that are effective and cause low
environmental impact. The objective of this work was to evaluate the ability of the fungus
Trichoderma afroharzianum to reduce populations of this root-knot nematode and to test its
compatibility with agricultural pesticides commonly used in the soybean seed treatment. The
experiment of biological control of M. javanica by T. afroharzianum and Pochonia
chlamydosporia was carried out twice, at temperatures between 26 ° and 30 °C in a greenhouse
and showed compatibility between T. afroharzianum and P. chlamydosporia, with no detriment
to the nematicidal action with the use of both together when compared to the nematicidal action
of both used separately. A compatibility test of T. afroharzianum with pesticides was carried
out in vitro, in Petri dishes of 9 cm diameter, with eight products. The fungal growth was
evaluated by measuring the colony diameter every 24 hours on the culture medium for a period
of 3 days. A compatibility test was carried out in the greenhouse and the seeds were treated
with chemicals at the recommended dosage for 100 kg of seeds, with subsequent addition of T.
afroharzianum in a concentration calibrated for the volume of 2 liters of soil. T. afroharziamum
reduced the nematode population in the two biocontrol experiments, with the control varying
from 45.2% to 50.12% in the number of eggs per gram of roots and from 41% to 49.5% in the
number of galls per gram of roots. In the in vitro test, some pesticides inhibited the growth of
the fungus, and the active principles Carbendazim + Thiram and Metalaxil + Fludioxonil +
Thiabendazol caused the greatest growth inhibitions. In the experiment in a greenhouse of
compatibility of T. afroharzianum with pesticides in seed treatment, the fungus reduced the
nematode population and some products that in vitro had inhibited growth did not interfere in
the biological control of M. javanica. When evaluating the number of colony-forming units of
Trichoderma afroharzianum after 45 days after sowing, we found that the active ingredient
Captan increased twice the number of CFU/gram of root in relation to the initial number of

applied conidia and did not differ from the control treatment. In the active principles



Difeconazole and Pyrclostrobin + Thiophanate Methyl + Fipronil, the recovery of CFU was
half of the initial amount applied, which was 1 x 10* CFU. g soil. The isolate T10 of T.
afroharzianum reduced the population of M. javanica in both experiments and showed
compatibility with the active principles: Abamectin, Imidacloprid + Thiodicarb, Thiamethoxam
and Captan.

Keywords: Plant-parasitic nematodes. Biological control. Nematophagous fungus. Pochonia

chlamydosporia.
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INTRODUCAO

O cultivo da soja tem uma grande importancia no agronegdécio brasileiro, pois além de
ser uma das principais commodities de exportacao, € responsavel pela geracdo de milhares de
empregos nas principais regides produtoras. Apesar da elevada produgéo e produtividade, a
cultura sofre grandes perdas por pragas e doencas, e entre as doengas se destacam as causadas
por nematoides.

Meloidogyne é um género de fitonematoides que engloba diferentes espécies com
importancia econdémica para a maioria das culturas, causando perdas consideraveis quando em
alta populacdo na area (JONES et al., 2013). Nas areas agricolas, as principais espécies de
Meloidogyne encontradas sdo M. incognita e M. javanica. Essas espécies sao de dificil controle
devido a ampla gama de hospedeiros e ao sistema de producéo caracterizado pela sucessao de
cultivos que favorecem a manutencéo de altas populagdes nos campos de producao.

Os fitonematoides sdo organismos de dificil controle e requerem o emprego de um
conjunto de técnicas para reduzir seus niveis populacionais nas areas de cultivo agricola.
Algumas das estratégias usadas no manejo integrado de fitonematoides séo rotagédo de culturas,
uso de plantas antagonistas, escolha de cultivares resistentes, remogéo de restos culturais, uso
de defensivos quimicos e bioldgicos. O controle quimico é feito na maioria das vezes via
tratamento de sementes. Os produtos de controle biol6gico tém como compostos ativos fungos
e bactérias em diversos tipos de formulagbes que permitam a eficiéncia sem comprometer a
sobrevivéncia dos microrganismos (TIMPER, 2011).

Atualmente, muitas pesquisas tem sido feitas para buscar novos agentes de controle
bioldgico de doencas de plantas e em especial para controle de nematoides. Muitos
microrganismos foram identificados, estudados e tiveram sua eficacia comprovada no controle
de nematoides das galhas, por exemplo, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum
Pasteuria penetrans, Bacillus spp. e varias espécies de Trichoderma (VIGGIANO; FREITAS;
LOPES,2014; DAHLIN, et al.,2019; TIMPER et al.,2016; BHUIYAN et al.,2018; CAO et
al.,2019; CHINHEYA,; YOBO.; LAING,2017; MUKHTAR; TARIQ-KHAN; ASLAM,2021;
TONINATO et al.,2019; AL-HAZMI; TARIQJAVEED,2016).

Os fungos do género Trichoderma sdo encontrados em diversos ecossistemas e se
destacam pela ampla gama de hospedeiros, distintos mecanismos de controle, facilidade de
cultivo in vitro e eficiéncia no campo (SOOD et al.,2020). O controle de nematoides por
Trichoderma se da pelo parasitismo de ovos e de J2, producdo de metabdlitos toxicos aos

nematoides, inducdo de resisténcia local e sistémica, além da solubilizagdo de nutrientes do solo
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que favorecem o desenvolvimento da planta tornando as mais tolerantes a alta incidéncia de
nematoides (SHARON et al., 2007; Khan et al.,2020; POCURULL et al.,2020; YANG et
al.,2010).

O isolado T10 (Trichoderma afroharzianum), obtido a partir de um individuo morto de
Pratylenchus brachyurus, demostrou resultados satisfatérios no controle do nematoide das
lesbes radiculares em soja, sendo observada uma reducdo na reproducdo de até
aproximadamente 57% (PACHECO et al,.2020). O sucesso do isolado no controle de P.
brachyurus nos encorajou a investigar seu potencial no controle de Meloidogyne javanica na
soja, uma vez que os fungos do género Trichoderma geralmente ndo possuem alta
especificidade em relagdo aos hospedeiros e 0 mesmo isolado poderia ser capaz de agir contra
diferentes géneros de nematoides.

O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade de Trichoderma afroharzianum em
controlar M. javanica em soja e compatibilidade deste fungo com produtos quimicos

geralmente utilizados no tratamento de sementes de soja.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo do in6culo de Meloidogyne javanica

Inicialmente, vasos de 2 litros de capacidade contendo substrato esterilizado via
autoclavagem, composto de solo de barranco e areia na proporc¢éo 1:1 (V: V), receberam mudas
de tomateiro cv. Santa Clara com 21 dias de idade. Ap6s 7 dias do transplantio, o substrato de
cada vaso recebeu uma suspensao calibrada de ovos de M. javanica. Passados 60 dias da
inoculacdo dos ovos, as plantas de tomate foram retiradas dos vasos e a extracdo de ovos seguiu
a metodologia descrita por de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981)
para a montagem dos ensaios. Posteriormente, a calibracdo dos ovos aconteceu com o auxilio

de uma camara de Peters.

Obtengdo e producdo de clamidosporos de Pochonia chlamydosporia e conidios de
Trichoderma afroharzianum

O fungo Pochonia chlamydosporia var. chlamydosporia (isolado Pc-10), utilizado nos
estudos é o componente ativo do produto Rizotec®, desenvolvido pela empresa Rizoflora
Biotecnologia. O produto é formulado em pd e a dose aplicada foi calculada de forma a gerar

uma concentracgdo de 5 x 102 clamid6sporos/g de substrato no vaso.
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O isolado de T. afroharzianum (T10) utilizado nos estudos pertence ao Laboratorio de
Controle Bioldgico de Fitonematoides da Universidade Federal de Vicosa. Para a producéo dos
conidios de T. afroharzianum, 100 gramas de arroz beneficiado e 30 mL de agua foram
depositados em sacos plastico com filtro bioldgico e, posteriormente, 0s sacos passaram por
autoclavagem durante 20 minutos a 120 °C. Cada saco plastico, apds atingir a temperatura
ambiente, recebeu cinco discos de meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) contendo
micélio de T. afroharzianum e permaneceu em camara de crescimento por 21 dias no escuro, a
28 °C. Passando este periodo, os grumos de arroz com o micélio fngico de T. afroharzianum
foram colocados em Erlernmeyer com &gua esterilizada e, em seguida, agitados em incubadora
por 30 minutos a 180 rpm para a liberacdo dos conidios aderidos aos gréos. Por fim, a suspensao
foi filtrada em camadas de gaze de algodéo e a suspenséao de conidios foi calibrada utilizando-
se camara de Neubauer para a que quando aplicada resultasse em concentragdo de 1 x 10*

conidios/g de substrato.

Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com Pochonia chlamydosporia no
controle de Meloidogyne javanica

Substrato composto de solo de barranco (latossolo vermelho-amarelo do horizonte C) e
areia lavada de granulometria média na proporc¢éo 1:1 (V:V) foi desinfestado via autoclavagem
em temperatura de 121 °C e pressdo de 1 atmosfera, durante 2 horas, e ap06s 7 dias o substrato
foi destampado para a liberacdo de eventuais gases toxicos. Apos 3 dias, realizou-se a
transferéncia do substrato para vasos plasticos de 2 litros de capacidade e duas sementes de soja
cv. 57HO123 IPRO, tratadas com Bradyrhizobium japonicum, foram semeadas por vaso. Apos
a emergéncia, apenas uma plantula permaneceu em cada vaso e recebeu suspensao de conidios
do fungo T. afroharzianum ou de clamidosporos do fungo P. chlamydosporia, aplicada ao
substrato ao redor da plantula, na concentragdo de 10.000 conidios. g™* de substrato ou de 5.000
clamiddsporos. gt de substrato, respectivamente. Os tratamentos foram: 1) solo infestado com
clamiddsporos de P. chlamydosporia; 2) solo infestados por conidios de T. afroharzianum e 3)
solo com os dois fungos e 4) solo ndo infestado por fungos, que recebeu apenas agua ao inves
de suspensdo aquosa de conidios ou clamiddsporos. Cada parcela recebeu 3.000 ovos de
Meloidogyne javanica, em suspensdo aquosa, depositada em dois buracos de 1 cm de
profundidade feitos ao redor da planta, equidistantes e a 1 cm de distancia da planta. Os ensaios
permaneceram em casa de vegetacdo com temperatura média de 28°C por 60 dias e apds esse

periodo, foram avaliados os niimeros de galhas e de ovos. g™* de raiz e o fator de reproducéo do
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nematoide foi calculado. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

com quatro tratamentos e dez repeticdes.

Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com defensivos quimicos in vitro

Discos de 4 mm de didmetro do isolado Trichoderma afroharzianum (T-10) foram
removidos das bordas das colbnias cultivadas em meio batata-dextrose-agua (BDA), e
transferidos cada um para o centro de cada placa de Petri de 9 cm de didmetro, contendo BDA
+ agroquimicos nas concentrages finais de 0, 10, 100, 500, 1000 ou 1500 uL/L. Os produtos
quimicos testados estdo descritos na Tabela 1. Os produtos foram incorporados ao meio de
cultura fundente (£ 45°C), e o disco com o fungo foi colocado sobre 0 meio em temperatura
ambiente e incubado em fotoperiodo de 12 horas, a 28°C por 3 dias. A avaliagdo do crescimento
micelial foi realizada por meio de medi¢des dos didmetros (cm) das coldnias em dois sentidos
perpendiculares entre si, fazendo-se a média das duas medidas. As medigdes foram realizadas
em 3 dias consecutivos em intervalos de 24 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 10 x 5 (tratamentos x concentra¢cfes), com quatro repeticdes por tratamento. Cada placa

de Petri representou uma unidade experimental.

Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com defensivos quimicos em casa de
vegetacao

Para verificar a compatibilidade T. afroharzianum com produtos quimicos (Tabela 1),
foi realizado o tratamento das sementes de soja com os defensivos. Em cada tubo plastico do
tipo Falcon de 50 mL, foram adicionados 5 mL da solucdo de cada produto quimico na dose
recomendada e 100 sementes de soja. Os tubos foram agitados cuidadosamente até que as
suspensdes fossem homogeneizadas. Logo apds, as sementes foram colocadas sobre um papel
filtro para secagem, e permaneceram em temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, as
sementes foram acondicionadas novamente nos tubos tipo Falcon e a quantidade de 2 x 107
conidios de T. afroharzianum por semente de soja foi adicionada em cada tubo. Os tubos foram
novamente agitados até que os conidios de T. afroharzianum pudessem aderir as sementes.
Sementes de soja tratadas somente com T. afroharzianum foram utilizadas como testemunha
positiva, enquanto que, sementes de soja sem tratamento com fungo ou produto quimico, foram

tratadas apenas com agua esterilizada e usadas no tratamento testemunha negativa.
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Vasos de 2 L de capacidade foram preenchidos com o substrato composto de mistura
terra horizonte C de latossolo vermelho-amarelo e areia, na proporcao 1:1 (v:v), previamente
autoclavada. A seguir, cada vaso recebeu uma suspensdo com 3.000 ovos de M. javanica, que
foi pipetada em dois buracos de 1 cm de profundidade feitos ao redor da planta, equidistantes e
a 1 cm de distancia da planta. Cada vaso, previamente infestado com M. javanica, recebeu uma
semente de soja tratada com um dos produtos quimicos e T. afroharzianum (T10). O
experimento foi conduzido por 45 dias e o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com seis repeticdes por tratamento. Quarenta e cinco dias ap06s a inoculagdo e
semeio das sementes de soja para 0s vasos, as plantas foram avaliadas quanto as seguintes
variaveis: massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, nimero de galhas por sistema
radicular e por grama de raiz, nUmero de ovos por sistema radicular e por grama de raiz.

A contagem do nimero de galhas foi realizada em microscépio estereoscopio com fonte
de luz acessoria. Os ovos foram extraidos pela técnica de Hussey & Barker (1973) e 0 nUmero
de ovos foi estimado em microscépio Optico com o auxilio de uma lamina de Peters. Ao final
do experimento, o substrato foi homogeneizado e 1g de solo foi coletado de cada vaso para
determinacdo da concentracdo do fungo no solo pelo método de diluigcdo seriada, através da
quantificacdo das unidades formadoras de col6nia (UFC). Foi feito o plagueamento em meio
Trichoderma-selective medium (TSM) proposto por Elad; Chet; Henis, (1981), totalizando seis

repeticdes por tratamento.
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Para anélises estatisticas foram calculadas as médias e desvios-padrdo dos resultados.

Quando indicado, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey,

teste LSD, teste Scott-knott, e analise de regressdo com significancia de 5%, utilizando o

programa estatistico SISVAR®.

Tabela 1: Defensivos agricolas utilizados no tratamento de sementes na soja.

Produto

Ingrediente ativo

Dosagem recomendada

Avicta 500 FS®

Captan® SC

Cropstar®

Cruiser ® 350 FS

Derosal Plus ®

Maxim® advanced

Standak ®Top

Spectro ®

Abamectina

Captan

Imidacloprido + Tiodicarbe
Tiametoxam

Carbendazim + Tiram

Metalaxil + Fludioxonil +
Tiabendazol
Piraclostrobina + Tiofanato
metilico + Fipronil

Difenoconazol

125 mL/ 100 kg de
sementes

250 mL/ 100 kg de
sementes

0,7 L/ 100 kg de sementes
300 mL/ 100 kg de
sementes

200 mL/ 100kg de
sementes

500 mL/ 100 kg de
sementes

2000 mL/ 100 kg de
sementes

334 mL/ 100 kg de

sementes
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RESULTADOS
Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com Pochonia chlamydosporia no

controle de Meloidogyne javanica

A aplicagdo de T. afroharzianum reduziu significativamente o numero de ovos do
nematoide por grama de raiz nos dois experimentos (45,27% e 50,12%, respectivamente) em
relacdo ao tratamento testemunha e ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos com P.
chlamydosporia (Rizotec) e com a mistura T. afroharzianum e P. chlamydosporia (Figura 1).
T. afroharzianum reduziu significativamente o nimero de galhas por grama de raiz, em relacéo

a testemunha, no primeiro e no segundo experimentos (Figura 1).
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P A B
12000 - 80 4
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< 8000 + N
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X W a
3 6000 n a Y 40 a
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4000 - 0
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0 T T T T 0 T T T T
. Cont T10 Rizotec T10+Rizotec Cont TI0 Rizotec T10+Rizotec
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Tratamentos

Figura 1. Namero de ovos, nimero de galhas, nimero de ovos e de galhas de M. javanica. g-! raiz de
soja apés 45 dias da aplicacdo de T10 = Trichoderma afroharzianum e/ou Rizotec. Cont = Controle.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste Tukey a 5 % de
probabilidade.

Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com defensivos quimicos in vitro

A analise de variancia revelou que o modelo linear foi significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05) para os principios ativos Abamectina (Avicta), Tiametoxam (Cruiser) e

Imidacloprido + Tiodicarbe (Cropstar), isto €, ndo inibiram o crescimento de T. afroharzianum
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em funcdo da concentracdo (Figura 2). Apenas Captan apresentou efeito de dose sobre o
crescimento fungico, sendo que o aumento da inibicao foi diretamente proporcional ao aumento
da dose, sendo que reducBes significativas ocorreram a partir da dose de 500 ppm. Os
ingredientes ativos Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil (Standak Top),
Difenoconazol (Spectro), Metalaxil + Fludioxonil + Tiabendazol (Maxim advanced) e
Carbendazim + Tiram (Derosal Plus), inibiram totalmente o crescimento de T. afroharzianum

em meio de cultura, mesmo na menor dose.

—@ —— Captan

Avicta
Cropstar
——— N — Cruiser
—— —fl — -  Standak Top
056 —_———— Maxim adv anced
— —4@— — - Spectro

——@ —— Derosal

[0
o
|

(o2}
o
1

40 -

Didmetro da colonia (mm)

20 A

0 IL——I L & ¥

I I I I I T I I I

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentragao (ppm) do produto comercal

Figura 2. Efeito das diferentes concentracdes de defensivos agricolas no crescimento micelial de
Trichoderma afroharzianum em meio de cultura BDA. Captan (Captan), Cropstar (Imidacloprido +
Tiodicarbe), Avicta (Abamectina), Cruiser (Tiametoxam), Maxin Advanced (Metalaxil + Fludioxonil +
Tiabendazol), Derosal (Carbendazim+tiram), Spectro (Difeconazol) e Standak Top (Piraclostrobina +
Tiofanato Metilico + Fipronil).

Compatibilidade de Trichoderma afroharzianum com defensivos quimicos em casa de
vegetacao

Trichoderma afroharzianum foi capaz de controlar M. javanica quando aplicado com
a maioria dos produtos quimicos para tratamento de sementes de soja (Tabela 3). Em geral, a

aplicacdo de T. afroharzianum com os produtos que continham os principios ativos Abamectina
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e Imidacloprido + Tiodicarbe ndo resultou em incremento adicional significativo no controle
do nematoide, além do efeito que cada quimico apresenta sobre 0s nematoides por si s0. Ja a
aplicacdo do fungo com os produtos que continham os principios ativos Carbendazim + Tiram
e Captan resultou em maior eficiéncia no controle de M. javanica em relacdo a aplicacdo dos
quimicos sem o fungo. A aplicacdo do fungo Trichoderma afroharzianum em TS juntamente
com os principios ativos Difenoconazole e Metalaxil + Fludioxonil + Tiabendazol néo resultou

diferenca significativa no controle do nematoide, mas o nivel de controle foi baixo.

Tabela 3. Efeito do tratamento de sementes com Trichoderma afroharzianum isolado T10 e
agroguimicos no numero de ovos, nimero de galhas, numero de ovos e de galhas de M.
javanica. g raiz de soja ap6s 45 dias em casa de vegetacio.

Tratamento Ovos Controle (%) Galhas  Controle (%)
Controle 58000 ¢ 438 ¢

T10 35125 b 39 186 a 57,53
Abamectina 19250 a 66,8 148 a 66,21
Abamectina + T10 17333 a 70,11 125a 71,46
Imida+Tiodicarbe 27250 a 53,01 196 a 55,25
Imida+Tiodicarbe+ T10 27333 a 52,87 154 a 64,84
Tiametoxam 44166 c 23,85 295 b 32,64
Tiametoxam + T10 36166 b 37,64 263 b 39,95
Captan 44750 c 22,84 271D 38,12
Captan + T10 31666 b 45,40 216 a 50,68
Pirac+TioMet+Fip 43791 c 24,49 263 b 39,95
Pirac+TioMet+Fip+T10 32125 b 44,61 191a 56,39
Carbendazin 51000 c 12,06 338b 22,83
Carbendazin + T10 35916 b 38,07 213 a 51,36
Difenoconazole 38083 b 34,33 289 b 34,01
Difenoconazole + T10 34083 b 41,23 214 a 51,14
Meta+Flu+Tiaben 46708 c 19,46 337D 23,05
Meta+Flu+Tiaben + T10 43791 c 24,49 247 a 43,60
CV (%) 26,84 32,25

Imida = Imidacloprido, Pira = Piraclostrobina, TioMeT = Tiofanato Metilico, Fip = Fipronil,
Meta = Metalaxyl, Flu = Fludioxonil, Tiaben = Tiabendazol. Médias seguidas de mesma letra
nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-knott a 5 % de probabilidade.
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Figura 3. Unidades formadoras de col6nia (UFC) de Trichoderma afroharzianum no solo ap6s 45 dias
da infestacdo. O fungo T. afroharzianum foi aplicado na dosagem de 10000 conidios / cm?3 de solo para
todos tratamentos e os defensivos agricolas foram aplicados na dosagem recomendada para 100 kg de
sementes de soja. Cont = T. afroharzianum, Capt = Captan, ImTi = Imidacloprido + Tiodicarbe, Aba =
Abamectina, Tiam = Tiametoxam, MFiT = Metalaxyl+Fludioxonil+Tiabendazol, Carb = Carbendazin,
Dife = Difeconazole e PTMF = Piraclostrobina + Tiofanato Metilico + Fipronil. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste LSD a 5 % de probabilidade.

O isolado de T. afroharzianum apresentou a capacidade de sobreviver no solo, mesmo
apos o contato com os defensivos agricolas. Em todos os tratamentos, foi possivel recuperar
col6nias de T. afroharzianum do solo, porém guando aplicado junto com Carbendazim + Tiram,
Difenoconazol e Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil foram observadas menores
quantidades de unidades formadoras de coldnia. Nos tratamentos com os principios ativos
Abamectina e Imidacloprido + Tiodicarbe, Tiametoxam e Captan o nimero de coldnias de T-
10 no solo ndo diferiu estatisticamente do tratamento testemunha, porém, quando T-10 foi
aplicado em conjunto com Difenoconazol ou Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil
observou-se menor nimero UFC, o que indica que esses principios ativos interferem na
sobrevivéncia do fungo.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos reforcam a possibilidade de uso de agentes de
controle biolégico no manejo integrado de doengas em conjunto com agroquimicos. Alguns
microrganismos quando usados em conjunto com outros microrganismos ou produtos quimicos
podem ter efeitos aditivos contra patdgenos, promovendo maior controle, além de que a
combinacdo de estratégias favorece o controle de maior quantidade de fitopatégenos, porém a
utilizacdo conjunta pode comprometer a eficiéncia do agente de controle biolégico.

Vaérias espécies de Trichoderma ja foram relatadas controlando o nematoide de galhas,
a exemplo de T. harzianum e Trichoderma citrinoviride (FAN et al., 2020, Khan et al., 2018).
A aplicacdo dos dois fungos se torna uma alternativa no controle de nematoides, uma vez que
os fungos tem distintos mecanismos de controle. Muthulakshmi et al (2012), ao combinar P.
chlamydosporia, Pseudomonas fluorescens e Trichoderma viride, encontrou maiores redugoes
nos numeros de cistos e de ovos de Globodera spp. Arieira et al (2018), avaliando a aplicacéo
de P. lilacinum + T. harzianum + Bioativador, verificou que maiores porcentagens de reducao
de espécimes de Pratylenchus brachyurus. Resultado semelhante foi encontrado por Pacheco e
colaboradores (2020) ao avaliar combinagdo de P. chlamydosporia, T. afroharzianum e
Duddingtonia flagrans no controle de P. brachyurus em soja. Em nosso estudo em casa de
vegetacdo, houve compatibilidade entre T. afroharzianum e P. chlamydosporia, ndo havendo
detrimento da acdo nematicida com a utilizacdo de ambos em conjunto quando comparada com
a acao nematicida de ambos utilizados em separado. Apesar de ndo ter havido incompatibilidade
do uso conjunto dos fungos, também nao houve efeito aditivo ou sinergistico, pois o nivel de
efeito foi similar ao da utilizacdo de ambos em separado (Figura 1).

O controle de nematoides por espécies de Trichoderma é associado a diferentes
mecanismos utilizados pelo fungo. Os mecanismos mais investigados sdo o parasitismo de ovos
e de juvenis de segundo estadio, a degradacdo da cuticula do nematoides pela acdo de quitinases,
de metabdlitos e de proteases e a inducdo de resisténcia sistémica na planta hospedeira
(ZHANG et al. 2015). Metabdlitos secundarios produzidos tem papel importante na eclosdo e
mortalidade de juvenis de Meloidogyne (Khan et al.2020). Vérios estudos investigaram a
ativacdo de respostas de defesas das plantas ocasionadas pela acdo de Trichoderma, que
aumenta a expressdo de genes associados a resisténcia contra estresses abiodticos e bioticos
(LEONETTI et al.,2017). O isolado T10 de T. afroharzianum ja foi observado colonizando
ovos e J2 de P. brachyurus (PACHECO et al.,2020) e neste trabalho constatou-se a reducdo da
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populacdo de M. javanica que no campo pode refletir positivamente na produtividade dos
cultivos.

O estudo da compatibilidade in vitro de T10 com defensivos agricolas mostrou a
sensibilidade do isolado a alguns principios ativos e a compatibilidade com outros. Bagwan
(2010) observou que T. harzianum e T. viride eram incompativeis com Captan, 0 mesmo
resultado foi encontrado por Maheshwary et al. (2020) ao avaliar diferentes fungicidas no
crescimento de T. asperellum, resultados diferentes do que foi encontrado nesse trabalho, no
qual Captan, até a dosagem de 100 ppm, foi compativel com T10.

O efeito aditivo de controle do nematoide de galhas por T10, quando aplicados junto
com Captan, Tiametoxam, Carbendazin + Thiram e Piraclostrobina + Tiofanato metilico +
Fipronil, pode ser explicado pela metabolizacdo de algum composto dos principios ativos que
tenha proporcionado maior agressividade ao isolado, ocasionando maiores efeitos no controle
(PAPAVIZAS, 1985). O mesmo ndo observado quando foi aplicado com Difenoconazol e com
Metalaxil + Fludioxonil + Tiabendazol. Widmer (2019), ao estudar a compatibilidade de
diferentes isolados a alguns fungicidas, observou que Trichoderma asperellum e T.
koningiopsis sofreram significativas reducdes de suas populacdes no solo com clorotalonil
quando comparado com solo tratado com outros fungicidas.

O principio ativo Carbendazim pertence ao grupo dos benzimidazdis, que atua inibindo
o0 desenvolvimento do tubo germinativo, crescimento micelial e formacdo do apressorio. Essa
acdo do Carbendazim explica que tanto in vitro quanto no tratamento de sementes ele
compromete o desenvolvimento de T10. Difenoconazol é um triazol que atua como inibidor do
transporte de elétrons nas mitocondrias das células dos fungos, inibindo a formacéo de ATP,
essencial nos processos metabdlicos dos fungos. O Tiofanato metilico atua na interferindo na
sintese de DNA e processos de divisdo celular (SOUZA & DUTRA, 2003). Essa acao pode ter
interferido no crescimento e sobrevivéncia de T10 in vitro, mas nem sempre o efeito observado
in vitro pode ser traduzido para o campo, quando o quimico e o fungo sdo aplicados em
tratamento de sementes, pois fatores do solo, como adsor¢do de moléculas em particulas de
argila ou metabolizacdo de compostos quimicos pela microbiota da rizosfera podem alterar a
acao de quimicos sobre os agentes de controle biologico. Isto coloca em evidéncia a necessidade
de realizacdo de testes de compatibilidade in vivo, com utilizagdo de solo e planta, quando se
deseja saber com maior seguranca a possibilidade de utilizacdo de um defensivo quimico em

conjunto com um agente de controle bioldgico no campo.
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CONCLUSAO

O isolado T10 de Trichoderma afroharzianum reduz a populagéo de M. javanica e
apresenta compatibilidade com Pochonia chlamydosporia e com os quimicos Abamectina e

Imidacloprido + Tiodicarbe, Tiametoxam e Captan no tratamento de semente de soja.
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