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RESUMO: A contaminagcdo de grdos por
micotoxinas causa (grande prejuizo ao setor
produtivo e € uma ameaca a seguranc¢a alimentar
de humanos e animais domésticos. O controle
biolégico pode ser uma alternativa viavel para
reducdo da ocorréncia de fungos produtores de
micotoxinas. Um dos principais agentes de controle
biolégico de fungos sdo fungos do género
Trichoderma. No entanto, a eficiéncia de controle
varia com o0s agentes envolvidos (fungo, planta,
condicdes edafocliméaticas) sendo necesséria a
selecdo de estirpes eficientes. O objetivo deste
estudo foi avaliar a acdo antagonistica de 47
isolados de Trichoderma spp. da Colecdo de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e
Sorgo contra duas estirpes de Fusarium
verticillioides (F310 e F2743) caracterizadas pela
alta producdo de fumonisinas. Testes in vitro em
cultivo pareado em placas de Petri por 7 dias
indicaram o potencial de reduc¢@o do crescimento
das estirpes de Fusarium. A eficiéncia do
biocontrole variou em fungdo do gendtipo dos
agentes envolvidos. As estirpes 19 (BRM 036690;
CMPC841) T. harzianum, 4 (BRM 036674,
CMPC826) T. asperellum, e 6 (BRM 036676;
CMPC828) T. asperellum apresentaram as
melhores performances frente a estirpe F310.
Sendo 0 mecanismo de controle possivelmente a
antibiose. Ja para a estirpe F2743 destacaram-se as
estirpes 44 (BRM036705; CMPC856) T. sp. ND, 19
(BRM 036690;CMPC841) T. harzianum, 17
(BRM036688; CMPC839) T. asperullum , e 39 (BRM
036702; CMPC853) Trichoderma sp. ND. Para a
F2743 o mecanismo de controle ndo esta evidente
podendo ser uma combinacdo de antibiose e
competicdo por nicho.

Termos de indexacdo: controle
micotoxinas, biotecnologia agricola.
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INTRODUGAO

Dentre os principais fitopatégenos das culturas
de milho e de sorgo estdo espécies do género

Fusarium. Esses fungos pode causar
apodrecimento do colmo e raiz, mortes em mudas e
danos a grdos armazenados (Munkvold &

Desjardins,1997; Casela et al.,, 2006;). Além da
fitopatogenicidade, Fusarium spp. podem produzir
micotoxinas, dentre as quais as fumonisinas, que
constituem uma ameaca a seguranca alimentar de
humanos e animais domesticados (Munkvold &
Desjardins,1997).

As principais formas de controle de Fusarium sao
cultivares de alta resisténcia e o controle quimico
(Michereff, 2001; Pinto, 2004). No entanto, o
controle bioldgico vem ganhando espa¢co como um
eficiente modo de controle (Shiomi et al., 2015).
Espécies de Trichoderma constituem o grupo de
agentes de controle biolégico mais estudados e
comercializados  (Mukherjee et al., 2013),
apresentando efeitos tanto em decorréncia da
antibiose, como por meio de estratégias de
parasitismo e competicdo (Harman et al., 2004;
Verma et al., 2007).

A prospeccdo de estirpes eficientes contra
fungos produtores de micotoxinas por meio de
testes in vitro permite a observacdo das interacfes
patégeno-antagonista, constituindo o primeiro passo
para o desenvolvimento de estratégias de controle
biol6gico (Mariano, 1993). O objetivo deste estudo
foi avaliar a acdo antagbnica de 47 isolados de
Trichoderma contra duas estirpes de Fusarium
verticilioides de alto potencial producdo de
fumonisinas.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 47 estirpes de Trichoderma
pertencentes a colecdo de Micro-organismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo
(CMMFEMS). As estirpes foram reativadas, a partir
de esporos conservados a -80° C, em meio BDA.

Os Isolados do patégeno F. verticillioides CML
2743 e F310 pertencentes a Colecdo CMMFEMS
foram selecionados baseados na alta producédo de
fumonisinas. A estirpe F310 foi obtida a partir de
sabugos de milho coletados em Luis Eduardo
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Magalhdes (BA) (Lanza, 2014). E a estirpe CML
2743 foi isolada de plantas de sorgo em Sete
Lagoas (MG) (dados néao publicados).

A atividade antagonista dos isolados de
Trichoderma sobre os isolados de F. verticilioides foi
avaliada pelo método de cultivo pareado proposto
por Galarza et al., 2015. O teste desenvolveu-se em
triplicata colocando-se discos de micélio de 5mm de
didmetro distando 10mm da borda de cada lado da
placa de Petri (87mm) contendo meio BDA. Os
discos do patogeno foram fixados trés dias antes do
antagonista e as placas foram mantidas em sala de
crescimento a 27° C com fotoperiodo de 12 horas.
Durante sete dias a partir da inoculacdo do
antagonista realizaram-se medi¢Ges diarias do raio
micelial do patégeno. O controle consistiu de um
disco micelial do patégeno distando 10mm da borda

A partir do raio micelial aferido durante os sete
dias de incubacao, calculou-se a area abaixo da
curva padrdo de crescimento (AACPC), de acordo
com o algoritmo Shanner & Finner (1977) na qual Yi
€ o raio micelial aferido no dia Xi:

n
AACPC=Z[(YL n 1 + YL)/Z][XL + 1 Xl]
i=1
O delineamento experimental adotado foi
inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 48x2
com trés repeticbes. Os resultados da AACPC
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e
as médias foram agrupadas pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade utilizando-se o
programa SISVAR 5.3®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A acdo antagbnica das 47 estirpes de
Trichoderma frente as estirpes de F. verticillioides
CML 2743 e F310 produtoras de fumonisinas estao
apresentadas na Tabela 1. Houve diferenca
significativa (p>0,05) entre o padréo de crescimento
das duas estirpes de F. verticilioides (Figura 1),
bem como houve interacdo significativa entre o
efeito exercido pelas estirpes de Trichoderma sobre
0 crescimento das estirpes de F. verticilioides. Para
o isolado F310 houve a distingdo de 4 grupos (a, b,
c e d) pelo teste de Scott Knott, j& para a estirpe
CML 2743 ocorreu a formagdo de somente dois
grupos (a e b).

As estirpes que proporcionaram menores valores
de AACPC contra o isolado F310 foram 19 (BRM
036690; CMPC841) T. harzianum, 4 (BRM 036674;
CMPC826) T. asperellum, e 6 (BRM 036676;
CMPC828) T. asperellum. As estirpes 44 (,
BRMO036705; CMPC856) Trichoderma ND, 19 (BRM
036690; CMPC841) T. harzianum, 17 (BRMO 36688;
CMPC839) T. asperellum, entre  outras,
apresentaram as melhores performances frente a
estirpe CML 2743 (Tabela 1). Este comportamento

expressa a variabilidade intraespecifica das estirpes
(Tabela 2).

Tabela 1 - Capacidade de biocontrole de 47
estirpes de Trichoderma em relacdo a duas estirpes
de Fusarium verticilioides produtoras de fumonisinas
avaliado pelo método de cultivo pareado, estimado
pelo célculo da Area Abaixo da Curva Padrdo de
Crescimento (AACPC)

Estirpes F310 Estirpes CML 2743
Trichoderma AACPC Trichoderma AACPC
19 8,23 a* 44 8,760 a*
4 9,21 a 19 9,650 a
6 10,53 a 17 10,05 a
16 1143 b 39 10,71 a
39 1150 b 33 10,76 a
7 11,76 b 34 10,80 a
18 12,30 b 18 1091 a
42 12,30 b 845 11,21 a
44 12,46 b 5 11,23 a
3 12,71 b 27 1145 a
22 12,78 b 24 11,48 a
8 12,90 b 35 11,50 a
11 12,96 b 11 11,63 a
845 13,13 b 966 11,65 a
814 13,13 b 36 11,75 a
21 13,20 b 662 12,11 a
844 1323 b 6 12,21 a
870 13,35 b 21 12,41 a
861 1355 b 879 12,52 a
5 13,58 b 25 12,60 a
36 1358 b 793 12,60 a
966 13,71 b 22 12,86 b
967 14,03 c 42 13,01 b
2 14,05 c 40 1323 b
35 14,10 c 28 1325 b
12 14,11 c 14 13,33 b
9 14,28 c 861 1335 b
25 14,38 c 870 13,36 b
728 14,41 c 13 13,38 b
10 1443 c 15 13,46 b
793 14,65 c 814 1348 b
17 1481 c 2 1348 b
502 14,83 c 7 13553 b
15 14,93 c 8 1356 b
24 15,01 ¢ 10 13,58 b
662 1531 c 12 1361 b
879 1533 ¢ 16 1385 b
33 15,38 ¢ 4 13,86 b
27 15,66 c 9 14,20 b
40 15,88 d 844 1435 b
28 16,36 d 23 14,46 b
34 16,41 d 854 14,73 b
771 16,58 d 728 1480 b
14 16,66 d 502 1483 b
13 16,90 d 967 15,03 b
23 16,90 d 771 1535 b
854 17,93 d 3 1555 b
Controle 17,95 d Controle 16,45 b

(*) grupos de médias seguidas pela mesma letra, na mesma
coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.

Lazarotto et al. (2012) também verificaram
diferencas no efeito antagonista de estirpes de
Trichoderma a isolados Fusarium spp. Os autores
ressaltaram que, para cada isolado de Fusarium em
particular, deve ser feita a selecdo do seu agente
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antagonista potencial. Para fins praticos comerciais
seria ideal que uma mesma estirpe apresentasse
multifuncionalidade mediante distintos isolados de
Fusarium.

Além disso, € possivel observar que o
mecanismo de acdo do antagonista pode variar em
funcdo do patégeno. A Figura 1 sugere que
possivelmente para o isolado F310 o antagonismo
ocorreu por antibiose, ja para a estirpe CML2743
ocorreu em funcéo de diferentes mecanismos.

Antagonismo — Fusarium CML 2743 Antagonismo — Fusarium F 310

Trichoderma (antagonista a direita) com Fusarium
verticillioides (patdgeno a esquerda).

Os resultados obtidos indicam o potencial da
utilizacao de estirpes de Trichoderma para controle
biolégico F. verticillioides tanto na cultura do milho
quanto em sorgo. Considerando que o controle
biolégico € uma alternativa eficiente do ponto de
vista econdmico e ambiental, as estirpes avaliadas
poderdo ser exploradas em programas
biotecnoldgicos a fim de possibilitarem a reducéo
dos riscos e prejuizos causados por fungos
produtores de micotoxinas, dessa forma avaliagdes
em condi¢cdes de casa de vegetacdo e campo séo
necessarias para validar a eficiéncia destas estirpes
e desenvolvimento de produtos comerciais.

CONCLUSOES

1. Estirpes de Trichoderma apresentam
capacidade de reduzir o crescimento micelial de F.
verticillioides em teste de crescimento pareado in
vitro por diferentes mecanismos de acao.

2. A eficiéncia do biocontrole varia em funcéo
do genoétipo dos agentes envolvidos, havendo
necessidade de selecdo de estirpes com maior
potencial de biocontrole.

3. A estirpe 19 (BRM 036690; CMPC841) T.
harzianum apresentou capacidade de controle dos
dois isolados de F. verticillioides avaliadas.
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Tabela 2- Estirpes de Trichoderma do Banco de Germoplasma de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Milho e Sorgo (CMMFEMS) utilizadas para avaliacdo da capacidade antagonista contra isolados de
Fusarium verticilioides.

Codigo BRM CI\SI:I\(;I(Ij:IIgF\)/IS Vegetagéo — Bioma? Codigo Laboratério  Identificacdo BLAST-N3
BRM 036672 CMPC824  Restinga — Mata Atlantica 2 T. asperellum
BRM 036673 CMPC825 Restinga — Mata Atlantica 3 T. reesei
BRM 036674 CMPC826  Restinga — Mata Atlantica 4 T. asperellum
BRM 036675 CMPC827  Restinga — Mata Atlantica 5 Trichodema ND
BRM 036676 CMPC828 Restinga — Mata Atlantica 6 T. asperellum
BRM 036677 CMPC829  Restinga — Mata Atlantica 7 T. reesei
BRM 036678 CMPC830 Restinga — Mata Atlantica 8 T. reesei
BRM 036680 CMPC831 Restinga — Mata Atlantica 9 T. longibrachiatum
BRM 036681 CMPC832  Restinga — Mata Atlantica 10 Trichodema ND
BRM 036682 CMPC833 Restinga — Mata Atlantica 11 T. reesei
BRM 036683 CMPC834  Restinga — Mata Atlantica 12 T. artroviride
BRM 036684 CMPC835 Restinga — Mata Atlantica 13 T. asperellum
BRM 036685 CMPC836  Restinga — Mata Atlantica 14 T. asperellum
BRM 036686 CMPC837  Restinga — Mata Atlantica 15 T. asperellum
BRM 036687 CMPC838 Restinga — Mata Atlantica 16 T. asperellum
BRM 036688 CMPC839 Restinga — Mata Atlantica 17 T. asperellum
BRM 036689 CMPC840 Restinga — Mata Atlantica 18 T. asperellum
BRM 036690 CMPC841  Restinga — Mata Atlantica 19 T. harzianum
BRM 036691 CMPC842  Restinga — Mata Atlantica 21 T. intricatum
BRM 036692 CMPC843  Restinga — Mata Atlantica 22 T. intricatum.
BRM 036693 CMPC844  Restinga — Mata Atlantica 23 T. virens
BRM 036694 CMPC845  Restinga — Mata Atlantica 24 Trichodema ND.
BRM 036695 CMPC846  Restinga — Mata Atlantica 25 T. longibrachiatum
BRM 036696 CMPC847  Restinga — Mata Atlantica 27 T. longibrachiatum
BRM 036697 CMPC848 Restinga — Mata Atlantica 28 T. viren

BRM 036698 CMPC849 Restinga — Mata Atlantica 33 T. asperellum
BRM 036699 CMPC850 Restinga — Mata Atlantica 34 T. asperellum
BRM 036700 CMPC851  Restinga — Mata Atlantica 35 T. asperellum
BRM 036701 CMPC852 Restinga — Mata Atlantica 36 Trichodema ND
BRM 036702 CMPC853 Restinga — Mata Atlantica 39 Trichodema ND
BRM 036703 CMPC854  Restinga — Mata Atlantica 40 T. longibrachiatum sp.
BRM 036704 CMPC855  Restinga — Mata Atlantica 42 T. atroviride
BRM 036705 CMPC856 Restinga — Mata Atlantica 44 Trichodema ND
BRM 036706 CMPC857 Restinga — Mata Atlantica 45 Trichodema ND.
BRM 034945 CMSV502 Canga - Cerrado 502 T. koningiopsis
BRM034989 CMSV662  Cerrado — Cerrado 662 T. sp. 662
BRM034991 CMSV728  Eucalipto — Cerrado 728 T. spirale
BRMO035072 CMSV771  Mata — Cerrado 771 T. gamsii
BRMO035073 CMSV793  Cerrado — Cerrado 793 T. harzianum
BRM034958 CMSV814  Mata — Cerrado 814 T. uncultured
BRMO035066 CMSV844  Mata — Cerrado 844 T. harzianum
BRMO035075 CMSV845  Capim — Cerrado 845 T.sp. 845
BRM035154 CMSV854  Canga - Cerrado 854 T. harzianum
BRM035042 CMSV861  Capim — Cerrado 861 T. sp. 861
BRMO035077 CMSV870  Eucalipto — Cerrado 870 T. harzianum
BRM035049 CMSV879  Capim — Cerrado 879 T. harzianum
BRM035082 CMSV966  Capim — Cerrado 966 T. harzianum

BRM! Brasil Microrganismo: http://alelomicro.cenargem.embrapa.br/alelomicro. *Area de coleta dos fungos. ® Identificacdo de
isolados de fungos filamentosos por sequenciamento da regido ITS do rDNA pela ferramenta BLAST N em comparagéo com o
material encontrado no GenBank . ND — N&o Determinado.



