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APRESENTACAO

A necessidade de aumentar a producio global de alimentos, bioenergia e téxteis gerou grandes
investimentos em desenvolvimento tecnoldgico e inovagio nas ultimas décadas, acelerando a pro-
ducio de diversas culturas, com otimizacio das areas agricultaveis.

Mesmo assim, nem sempre 0 aumento da producio agricola andou lado a lado com a adogio
de boas praticas de manejo fitossanitario, resultando em alguns desequilibrios e agravamento de
algumas doengas, tornando dificil e oneroso o seu controle.

Na busca pela integracio de diversas opcdes de medidas de manejo de doengas de plantas, o
controle bioldgico ganhou espaco e vem se consolidando no mercado agricola, com o registro e
langamento de varios produtos nos tiltimos anos.

No Brasil, um dos principais agentes de controle biologico é o fungo Trichoderma spp., pela
sua ampla adaptacio as condicdes ambientais do Pais e pela grande variabilidade e especificidade
de controle a determinados patossistemas.

Muitos dados de pesquisa vém sendo gerados no Brasil acerca do uso de Trichoderma spp. na
agricultura, e ¢ com prazer que apresentamos este livro, que reiine boa parte destas informacdes.

A Embrapa espera, assim, continuar contribuindo para o avanco do conhecimento e geragio

de tecnologias nesta rea, visando trazer mais sustentabilidade a0 manejo de doencas de plantas.

José Renato Bougas Farias
Chefe Geral
Embrapa Soja






PREFACIO

A agricultura brasileira responde por grande parte da produgio mundial de alimentos, téxteis
e energia renovavel, e representa uma das poucas opces que permitem produgio econdmica e
ambientalmente sustentavel. Gracas ao desenvolvimento tecnoldgico e ao empreendedorismo do
produtor rural, o Brasil aumentou significativamente a produtividade na agricultura, otimizando
e preservando o uso da terra.

Contudo, nas ultimas décadas, a rapida expansio da agricultura, destacando-se a regido dos
Cerrados, propiciou alguns desequilibrios, devido principalmente a0 monocultivo, o que resultou
no agravamento de problemas fitossanitarios. Se medidas de controle nio passarem a ser adotadas,
podera ocorrer o comprometimento da sustentabilidade dos sistemas de produgio.

O manejo integrado de doengas de plantas é fundamental para a manutengio da estabilidade
de produgdo, cuja implementagio ocorre pela adogdo conjunta de varias medidas de controle,
como a utilizacio de cultivares resistentes, de sementes com alta qualidade sanitaria e fisiologica,
de rotagdo de culturas nio hospedeiras, de praticas culturais que desfavorecam o patdgeno, do uso
de controle quimico e biologico, entre outras.

Neste contexto, a adogdo do controle biologico de doengas de plantas apresentou crescimento
nas Ultimas décadas no Pais, fruto de investimentos em pesquisa e inovacio por parte de diferentes
instituicdes publicas e privadas. Nas ultimas safras, sua adogdo vem crescendo em torno de 20%
20 ano, como uma consequéncia da conscientizagio da necessidade de diversificagio de medidas
de controle, de posicionamentos técnico mais assertivo e da melhoria da qualidade dos produtos
disponibilizados a0 mercado.

As informacdes técnicas referentes a utilizacio correta de produtos a base de agentes de bio-
controle estavam dispersas em diferentes meios de divulgagio, muitas vezes desconexas, o que
dificultava o acesso e a interpretacio para a definigio de estratégias de controle. Assim, surgiu a
ideia de agrupar em uma obra, informagdes acerca do fungo Trichoderma spp., um dos principais
microrganismos utilizados como antagonista de patogenos de plantas.

Esta obra teve sua concepcio no 50° Congresso Brasileiro de Fitopatologia, realizado em
Uberlindia, MG, em agosto de 2017, quando os editores consultaram diversos fitopatologistas
sobre a viabilidade e alcance de um livro abordando os usos de Trichoderma spp. na agricultura.
A receptividade foi unanime e empolgante pelos colegas, o que deu inicio a formatagdo do livro,
subdividido em quatro partes: cenarios, taxonomia e fisiologia das interagdes com plantas e pato-
genos, qualidade de produtos formulados e aplicagio em culturas especificas.

Obviamente esta obra nio esgota todos os assuntos relativos a este importante agente de bio-
controle, mas sinceramente esperamos que sirva de incentivo a continuidade de estudos mais apro-
fundados, diversificados e inovadores, o que certamente trara grande contribuigio  agricultura.

Boa leitura!
Os editores
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Uso atual e perspectivas do
Trichoderma no Brasil

Wagner Bettiol
Juliano Cesar da Silva
Maria Luiza Marcico Publio de Castro

Conceitos

No transcorrer dos capitulos do livro, diversos termos relacionados ao controle biologico
de doengas de plantas sio utilizados. Assim, € de extrema importincia que estes termos sejam
conceituados. Controle biologico sera utilizado neste livro, que é dedicado exclusivamente
a0 mais importante género de fungos considerados como agentes de controle biologico de
doencas de plantas, como o controle de um organismo por outro organismo, ou ainda o
controle de um agente causal de uma doenga de planta por um microrganismo antagonista.
Entretanto, o conceito de controle bioldgico mais aceito pela comunidade é ... “a reducio da
soma de inoculo ou das atividades determinantes da doenca, provocada por um patdgeno,
realizada por um ou mais organismos que nio o homem” (Cook; Baker, 1983). Para esses
autores, as atividades determinantes das doencas implicam crescimento, infectividade, virulén-
cla, agressividade e outras qualidades do patdgeno ou processos que determinam a infeccio,
0 desenvolvimento de sintomas ¢ a reprodugdo. E os organismos incluem: individuos ou
populacdes avirulentas, hipovirulentas dentro das espécies patogénicas; plantas hospedeiras
manipuladas geneticamente ou por praticas culturais; microrganismos, para maior ou mais
efetiva resisténcia contra o patdgeno; e antagonistas dos patdgenos (definidos como micror-
ganismos que interferem na sobrevivéncia ou atividades determinantes de doengas causadas
por patogenos). Desta forma, de acordo com Cook e Baker (1983), neste conceito, o controle
bioldgico pode ser acompanhado de: praticas culturais para criar um ambiente favoravel para
0s antagonistas e a resisténcia da planta hospedeira, ou ambas as coisas; melhoramento das
plantas para aumentar a resisténcia ao patogeno ou para melhor se adaptar as atividades dos
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antagonistas; introducio dos antagonistas, isolados ndo patogénicos e outros organismos ou
agentes benéficos; e outras praticas culturais.

Outro termo que sera constantemente utilizado nos capitulos ¢ biopesticidas. De acordo
com Bettiol (2011) biopesticidas sio organismos vivos (fungos, bactérias, protozoarios, stra-
minipila e virus), animais microscopicos (nematoides) e macrorganismos (predadores e parasi-
toides, insetos e acaros) ou produtos naturais derivados desses organismos que sio usados na
protecio das plantas contra problemas fitossanitarios. Assim, o termo biofungicidas indica os
organismos agentes de biocontrole utilizados para controlar doengas de plantas.

Neste capitulo também sera discutida a evolucio da legislagio brasileira para o registro
de produtos de baixa toxicidade e periculosidade, onde se enquadram os produtos contendo
agentes de biocontrole.

Mercado

O mercado global de biopesticidas foi de USS 6,387 bilhdes em 2017 e estima que alcance
USS 16,7 bilhdes até 2024, com uma taxa anual de crescimento - CAGR (compound annual
growth rate) de 15% (Markets&Markets, 2019). Entretanto, a previsio de 2012 era de que o
mercado atingiria em 2017 o valor de US$ 3,2 bilhdes. Esses dados indicam o acentuado
crescimento deste método de controle no mundo. Por outro lado, a CAGR para o mercado
de pesticidas quimicos esta prevista para 2,3% ao ano até 2023, devendo atingir o valor US$
55,6 bilhdes.

No ano de 2018 a industria brasileira de controle biologico registrou um dos maiores
indices de crescimentos de vendas de sua historia. O conjunto das empresas associadas a
Associagio Brasileira das Empresas de Controle Biologico (ABCBio), que representa 70%
do mercado, fechou o ano com vendas totais da ordem de R$ 464,5 milhdes, resultando
numa expansio de 77% (Brasil, 2019), referente ao faturamento de R$ 2624 milhdes
obtidos no ano de 2017. Os dados foram apurados em levantamento do Departamento de
Estatistica da entidade. Estes dados demonstram a tendéncia de maior adocio da tecnologia
por parte do agricultor. Dentre os biopesticidas, o mercado brasileiro para os biofungicidas
apresentou um incremento de 148% em 2018, quando comparado com o ano anterior. Estes
dados demonstram o interesse pelo agricultor na utilizagio da tecnologia. Atualmente, os
biofungicidas registrados no Ministério da Agricultura Pecuria e Abastecimento (Mapa)
sio 4 base de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Trichoderma koningiopsis e
Trichoderma stromaticum (Figura 1), além de biofungicidas a base de Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis e Bacillus methylotrophicus.

Apesar do avanco nos ltimos anos, os biopesticidas representam menos do que 20% dos
pesticidas registrados no Brasil em 2019 (Agrofit, c2003). Em agosto de 2011 havia somente 27
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produtos a base de agentes de biocontrole registrados no Brasil, em meados de 2018 esse nu-
mero chegou a 137 e subiu para 200 em marco de 2019 (Agrofit, c2003). Esses dados indicam
a importancia dos biopesticidas no agronegocio brasileiro.

Trichoderma mudou completamente o cenario de controle biologico de doengas de plantas no
Brasil. O primeiro produto disponibilizado no mercado para uso no Brasil, a base de Trichoderma,
fot em 1987. O produto continha grdos de sorgo colonizados por Trichoderma viride para o con-
trole de Phytophthora cactorum, sendo produzido pela Embrapa Clima Temperado. Entretanto, o
aumento da producio e uso de Trichoderma ocorreu apds o ano 2000. O primeiro registro de um
produto comercial a base de Trichoderma foi em 2006 (Bettiol et al., 2014). Em 2008 produtos
base de Trichoderma foram aplicados em aproximadamente 600.000 ha de soja para o controle do
mofo branco causado por Sclerotinia sclerotiorum. A importincia de produtos a base de Tricho-
derma para o Brasil, pode ser avaliada pela area tratada ja em 2010 que foi superior a 1,2 milhdes
de ha, tendo chegado a mais de 5 milhdes de ha em 2015.

Analisando os biofungicidas 4 base de Trichoderma, no ano 2019, o nimero total de pro-
dutos registrados no Mapa, 4 base de espécies deste bioagente, foi de 21 (Figura 1). Destes, 66%
dos produtos registrados sio a base de Trichoderma harzianum, 24% & base de Trichoderma
asperellum, 5% a base de Trichoderma koningiopsis e 5% 4 base de Trichoderma stromaticum
(Figura 2).

Os biofungicidas a base de Trichoderma sio utilizados no Brasil para as culturas da soja,
algodio, milho, feijio, morango, citros, cana-de-aglicar, café, tabaco, hortalicas, ornamentais,
frutiferas e espécies florestais. Em diversas situacdes produtos a base de Trichoderma sio
utilizados para promogio de crescimento. Inclusive no Brasil tem um produto registrado com
esta finalidade (Tabela 1).

Outro aspecto fundamental para o crescimento do mercado de controle biologico no
Brasil foi o avanco na legislacio. Sem os recentes avancos coordenados entre Mapa, [bama e
Anvisa, as empresas teriam dificuldades em obter o registro dos produtos. Assim, 0 proximo
item deste capitulo discute exatamente a evolucio da legislagdo brasileira para o registro de
produtos de baixa toxicidade e periculosidade, onde estio incluidos os agentes de biocontrole.
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Figura 1. Numero de biofungicidas & base de Trichoderma spp. registrados no Brasil.

Fonte Agrofit (c2003).
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Figura 2. Biofungicidas registrados a base das espécies de Trichoderma no Brasil em porcentagem.

Fonte: Agrofit (c2003).
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Tabela 1. Produtos bioldgicos formulados & base de Trichoderma spp. e registrados no mercado brasileiro’

(Agrofit, c2003).
i ) Produto Concentragio
icrorganismo Declarada -
2 (Empresa) e ano de Formulagio Alvo
antagonista i - produto
8 comercial
Quality
(Laboratério de Bio 1,5 x 10°UEC/ Granulado Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia
Controle Farroupilha ™ § dispersivel solani e Sclerotinia sclerotiorum
Ltda)/2011
Organic WP
(Laboratério de Bio 10 x 107 URC/. Po-molhavel Fusarium solani {. sp. phaseoli e Rhizoctonia
) Controle Farroupilha ™ 5 solani
Trichoderma Ltda)/2016
asperellum Trichodermax EC~ 1,5x 10°conidios ~ Concentrado Fusarium solani f. sp. glycines, Rhizoctonia
P- &1
(Novozymes)/2011 vidveis/mL emulsionavel solani e Sclerotinia sclerotiorum
10
Tricho-Turbo 1 Dx 1-0, . Concentrado . . .
\ conidios vidveis/ . Rhizoctonia solani
(Biovalens)/2018 ol emulsionavel
Bio-Hulk 1,5x 10°conidios  Concentrado Rhizoctonia solani
(Biovallens)/2019 vidvels/mL emulsionavel
(Ei Cl?;;_;})l /%[;3 1,0x10"UFC/g  Pé-molhével Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
(Ballizrxfg(iz;o;ml 2,0 x 10°UFC/mL Ci?liifl?::ga Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
(Ballﬁggs)ugolii 1,0x 10°UFC/g ~ Pé-molhavel Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
Trichodermil SC 2,0 x 10° conidios Suspensio Fusarium solani . sp. phaseols Pratylenchus
(Koppert)/2006 g idveis/mL ncentrad zeae, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
Oppe VIAvels concentrada e Thielaviopsis paradoxa
Trichodermil DS 10 % 10°UEC), Granulado Macrophomina phaseolina e Pratylenchus
(Koppert)/2018 ’ § dispersivel brachyurus
Trichodermil Super SC 2,0 x 10’ conidios Suspensio Fusarium solanif, sp. phaseol Pratylenchus
1306 (Koppert)/2019 vidveis/mL concentrada 246 Rhizoctonia solant, Sclerotinia sclerotiorum
PP e Thielaviopsis paradoxa
YRS .
(Ko Ocetri;lezm 8 20 é;\gigor?fws Ciﬁiig:::ga Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
Tichoderma . Fusarfum solani f. sp. phaseoli, Pratylenchus
harzianum Daytona 2,0 x 10° conidios Suspensio usarium solant 1. $p. p | Hatylenciu
(Koppert)/2018 idveis/mL concentrada 246 Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
PP v ¢ Thielaviopsis paradoxa
Triaction 8 Grinulo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
oppert ’ ispersive clerotinia sclerotiorum
Kopperty2018 VX IOURCE  ersivel Sclerotinia scleroti
Trianum WG s Granulo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
oppert ispersive clerotinia sclerotiorum
Kopperty207 WX IPUEGR v Scl )
(Ssignb]il:)csz? tzr(())ll 6 1,0x 10° UEC/L Ciiii::::ga Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
&%’célz)rggh;%oz 159 1,1 x 10 UFC/cm?  Gel emulsionével Sclerotinia sclerotiorum
(Biiz(g);ioe)ngg 19 1x 10" UFC/g Pé-molhével Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani
(Six]ill;)iozseer\loz?)l 9 1,0x 10° UEC/L ciiig:::;ga Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
Natucontrol 1 X107 UEC/g Po-molhavel Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e

(Nufarm)/2019

Fusarium solani f. sp. phaseoli

continua...
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Tabela 1. Continuagio

Prod Concentragio
Microrganismo foduto Declarad -
g arada
2 (Empresa) e ano de Formulagio Alvo
antagonista : - produto
registro .
comercial
Trichoderma
‘. 7
hﬂéiﬁ;ﬁ ! ( Agrf‘}/lﬁlcek);rZOIS 1)1(,)0Xx1?07U[§Fc(é§g+ Pé-molhével Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
amyloliquefaciens
Trichoderma Diamond 30x 10° UFC/. Grinulo Heterodera glycines, Meloidogyne e Pratylenchus
koningiopsis (Farroupilha)/2018 X 5 dispersivel brachyurus
Z;[IIOCfH(;‘fC[LIII;j (CZ;;?)V 32%12 23x 10° esporos/g ~ Pé-molhavel Moniliophthora perniciosa

"Estes sdo os bioprodutos registrados. Entretanto, até o momento, diversos outros continuam sendo comercializados sem registro. No
mercado brasileiro existe um bioproduto 4 base de Trichodema harzianum, T. asperellum e T. koningiopsis registrado como inoculante (ICB
Nutrisolo, da empresa ICB). “UFC: unidades formadoras de colonia.

Evolugio da legislagio brasileira para o registro de produtos de baixa toxicidade
e periculosidade

O registro de um produto ¢ a forma legal de sua comercializagio no pais, seja por inter-
medio de formulagio/fabricacio dos seus componentes e/ou de importagio/exportagio do
mesmo. O objetivo do registro, entre outras coisas, é garantir a seguranca da populacio e do
meio ambiente, além de garantir padrdes de qualidade e eficiéncia dos produtos.

O Brasil tem uma das mais avangadas legislacdes para registro de produtos voltados
a agricultura brasileira e a ambientes urbanos do mundo. Conectadas as essas legislacdes
estdo diversas outras que também devem ser observadas pelos empreendedores que bus-
cam a legalizagdo de seus produtos. Por mais paradoxal que seja, no Brasil, os Produtos
de Baixa Toxicidade e Periculosidade, como por exemplo, os produtos biologicos utili-
zados no controle de pragas e doencas agricolas, em fungio do seu enquadramento, sio
regulados pela Lei n® 7.802/89 (Brasil, 1989), a Lei de Agrotoxicos e Afins. Ressalta-se
ainda que no € a origem dos produtos que os classifica nesse contexto, mas sim a fina-
lidade para a qual os produtos se destinam, ou seja, controlar seres vivos considerados
nocivos (Castro e Oliveira-Filho, 2006).

Um produto ¢ definido como agrotoxico ou afim, segundo regulamentagio, se for
um produto ou agente “de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados a0 uso
nos setores de produgio, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecio de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas
e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicio da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos”. Nesse contexto, se enquadram na legislacio os agentes de controle
biologico (Brasil, 2006a), os agentes de controle microbiologico (Brasil, 2006b), os semioqui-
micos (Brasil, 2006¢) e os bioquimicos (Brasil, 2006d).
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Anteriormente a Lei de Agrotoxicos e Afins, a legislacio que regulamentava o setor era
extremamente antiga, tendo como base o Decreto n® 24.114/34 (Brasil, 1934). Naquela época,
o registro de produtos agrotoxicos era de competéncia apenas do Ministério da Agricultura.
A Lei n°7.802/89 (Brasil, 1989) trouxe uma série de inovagdes e beneficios garantindo a segu-
ranca da populagio e do meio ambiente, assegurando padrdes de qualidade e eficiéncia, alem
do uso seguro dos agrotoxicos no pais, envolvendo conjuntamente trés orgios federais como
regulamentadores: o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), a Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitaria (Anvisa, vinculada ao Ministério da Satide) e o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (Ibama, vinculado ao Ministério
do Meio Ambiente). Todo o detalhamento dos requisitos necessarios ao registro dos produtos
agrotoxicos e afins encontra-se estabelecido no Decreto 4.074/02 (Brasil, 2002), que, alem de
mencionar a necessidade de publicacio de demais instrumentos juridicos normativos especifi-
cos existentes para cada produto considerado de Baixa Toxicidade e Periculosidade, levanta a
questio da priorizagio e avaliacio diferenciada dessa categoria de produtos.

Um fator complicador para alavancar a priorizacio e a avaliagio diferenciada dos produ-
tos considerados de Baixa Toxicidade e Periculosidade, de que trata 0 Decreto 4.074/02 (Brasil,
2002), € a inexisténcia de norma que defina o termo “Baixa Toxicidade e Periculosidade”. Esse
detalhe ¢ de extrema importdncia, pois sem uma definicdo apropriada, cada um dos orgios
federais regulamentadores, pode interpretar a sua maneira, quais produtos, analisados caso a
caso, devem ou ndo receber a tramitagio priorizada, estabelecida no Decreto. Cabe ressaltar
que a avaliagio para esses produtos nio segue um padrio prévio, como acontece com 0s
agrotoxicos quimicos convencionais, uma vez que apresentam peculiaridades que os colocam
em uma situacio individualizada e, muitas vezes, inéditas para o avaliador (Castro e Oliveira-
Filho, 2006). Esse ineditismo vem ocorrendo com frequéncia, pois com o avango da ciéncia,
novos produtos chamados de “alternativos” surgem constantemente no mercado.

Anteriormente a publicagido de normas especificas que contemplassem os requisitos téc-
nicos exigidos para o registro, diferenciando os produtos de baixa toxicidade e periculosidade
dos agrotoxicos convencionais, todo o processo de avaliagio e registro, era voltado exclu-
sivamente para a avaliagdo de substancias quimicas. Os demais produtos enquadrados na
mesma Lel, totalmente distintos, também seguiam os mesmos protocolos. Somente a partir
da publicacio da Portaria Normativa [bama n® 131/97 (Ibama, 1997), iniciou-se a aplicagdo de
requisitos diferenciados para a regulacio de produtos com base em agentes microbiologicos de
controle, diferenciando-os dos agrotoxicos quimicos convencionais, aplicando-se o sistema de
fases para desenvolver a sua avaliagio.

Esse primeiro avanco, frente a regulamentagio dos produtos agrotoxicos, alem de reduzir o
niimero de estudos obrigatorios para o registro dos produtos considerados de baixa toxicidade
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e periculosidade minimizando os custos em relagio a apresentacio de dados, teve a intencio
de otimizar o tempo de avaliagio dos pleitos de registro de produtos com essa caracteristica.

Um problema enfrentado quando da publicagio da Portaria n® 131/97 (Ibama, 1997)
foi a harmonizagio dos requisitos necessarios para a elaboracio dos processos de registro
dos Produtos Microbioldgicos, uma vez que a Lei de Agrotoxicos e Afins definiu a compe-
téncia conjunta entre Anvisa, Mapa e Ibama para a avaliacio e registro dos mesmos e so-
mente o Ibama apresentou esse documento juridico detalhando quais seriam os pardmetros
tecnicos exigidos para um pleito de registro. Neste sentido, a Anvisa, também entendendo
que seus regulamentos existentes para Agrotoxicos e Afins relativos a saiide humana,
tais como a Portaria n® 03/92 (Brasil, 1992), ndo tratavam especificamente de Produtos
Microbiologicos, publicou a Resolucio da Diretoria Colegiada (RDC) n® 195/02 (Anvisa,
2002), com o objetivo de diferenciar e priorizar o registro destes produtos no contexto dos
Agrotoxicos e Afins.

A harmonizacio das normas e requisitos técnicos para o Registro de Produtos Biologi-
cos, com base na Lei de Agrotoxicos e Afins, se completou com a publicagio de Instrucdes
Normativas Conjuntas, mencionadas pelo Decreto n®4.074/02, ao estabelecer a priorizagio
para avaliagio diferenciada dessa categoria de produtos. A Instrugio Normativa Conjunta
n®3/06 (Brasil, 2006b), que trata da regulamentacdo de Produtos Microbioldgicos, contem-
plando todos os aspectos referentes as avaliagdes da Anvisa, Ibama e Mapa, ¢ o exemplo
principal dessa questio.

Os instrumentos legais depois de harmonizados entre os 6rgios governamentais com-
petentes pelo registro dos Produtos considerados de baixa toxicidade e periculosidade,
inseridos na Lei de Agrotoxicos e afins, mantiveram a divisio em fases, dos requisitos téc-
nicos obrigatorios a serem apresentados durante o processo de registro conforme sugerido
originalmente pela Portaria Normativa Ibama n® 131/97 (Ibama, 1997), especifica para Pro-
dutos Microbioldgicos. Com a manutencdo desse sistema, o Governo Federal evidenciou
a tentativa de reduzir alguns vieses existentes na legislacdo, aumentando a possibilidade
de registro desses produtos no mercado brasileiro (Rangel, 2006). Essa avaliacio é realiza-
da com base no entendimento de que, quanto menor a toxicidade de produtos usados no
controle de pragas e doencas, maior sera a seguranca da populacio e do meio ambiente.

Considerando a possivel baixa toxicidade dos produtos, o escopo da analise divide-
se em trés fases distintas (I, II e III) (Tabelas 2 a 8) e objetiva exigir o que é realmente
necessario para comprovar a toxicidade desses produtos como ¢ o caso dos Produtos Mi-
crobioldgicos. A Fase I consiste em uma bateria de testes de curta duragio. Caso nenhum
efeito adverso seja observado nesta primeira fase, nio ha necessidade da realizagio dos
demais testes das Fases Il e II. A Fase I avalia uma situacio particular, quando sio encon-



Uso atual e perspectivas do Trichoderma no Brasil 29

trados indicios de toxicidade ou efeitos adversos na Fase . Quando forem observados danos
nos resultados dos estudos da Fase II, devem ser realizados diretamente os estudos da Fase III.

Outro exemplo importante que demonstra avangos na diferenciacio dos Produtos de
Baixa Toxicidade e Periculosidade daqueles considerados Agrotoxicos convencionais sio os
requisitos exigidos pela Instrugio Normativa Conjunta n® 25/05 (Brasil, 2005), que trata do
Registro Especial Temporario (RET), mecanismo criado pelo governo, para ser informado
sobre as pesquisas e experimentagdes que estio em conducio no Brasil na drea de defesa
vegetal. Para receber o Certificado de RET & necessario o envio de informagdes para que o go-
verno tome ciéncia sobre as pesquisas de eficicia e da toxicidade do produto. Em se tratando
dos Produtos Microbioldgicos dentre outros, considerados diferentes daqueles Agrotdxicos
convencionais, ndo ha necessidade de pagamento da Taxa de RET, estabelecida pelo Ibama,
que pode variar de RS 1.443,54 (Hum mil, quatrocentos e quarenta e trés reais e cinquenta e
quatro centavos) a R$ 5.779,59 (cinco mil, setecentos e setenta e nove reais e cinquenta e nove
centavos). Até este momento, a mudanga acontece somente no Ibama, pois as taxas cobradas
pela Anvisa, a depender do porte da Empresa, continuam as mesmas. Outro exemplo de evolu-
¢do da legislacio visando minimizar as dificuldades para o registro de produtos considerados
de baixa toxicidade devido as exigéncias, € o da ndo necessidade de destruicio das areas de
terceiros apos utilizadas para a experimentacio com produtos como os Agentes Biologicos de
Controle (parasitoides e predadores) - Instrugio Normativa Conjunta n® 2/06 (Brasil, 2006¢),
alem dos Produtos Semioquimicos. Antes da publicacio da Instrucio Normativa Conjunta n®
25/05 (Brastl, 2005), o proprietario da terra deveria receber uma indenizacio pela destruicio
dos restos culturais, pois ndo poderia mais utilizar a cultura para nenhuma finalidade.

Ao longo dos anos, algumas solugdes foram implantadas pelos drgaos governamentais
na tentativa de otimizar a tramitaco dos pleitos de registro submetidos a Let de Agrotoxicos
e Afins. O Sistema Eletronico de Requerimento de Anilise de Registro Especial Temporario
(SISRET) foi uma dessas solugdes. Porém, desde a sua implantacio até o momento, o SIS-
RET atende somente as necessidades dos Agrotoxicos quimicos convencionais. Ainda nio
sio contemplados pelo sistema eletronico produtos bioldgicos e/ou naturais, considerados de
Baixa Toxicidade e Periculosidade, que continuam tendo seus pleitos submetidos aos orgios
regulamentadores por meio de processos em papel. Isso diminui a agilidade da analise neces-
saria, ja que os protocolos eletronicos sdo recebidos e analisados de imediato, enquanto que
aqueles recebidos em papel seguem por outro caminho de tramitacio até chegar s mesas dos
técnicos analistas.

Outras importantes iniciativas apresentadas pelo governo visando agilizar o registro dos
produtos de Baixa Toxicidade e Periculosidade foram trazidas com a publicacio do Decreto
n® 6.323/07 (Brastl, 2007) que disciplinou as atividades da Let de Organicos n® 10.831/03
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(Brasil, 2003) estabelecendo que os insumos com uso regulamentado para agricultura orginica
deveriam ser objeto de processo de registro priorizado e diferenciado. Neste contexto, 0 Mapa
teria a responsabilidade de garantir sua simplificacio e agilizacio estabelecendo procedimen-
tos técnicos em atos complementares, em conjunto com os demais 6rgios federais envolvidos
na avaliagio e registro desses produtos, Anvisa e Ibama.

Mesmo assim, somente com a publicacio do Decreto n® 6.913/09 (Brasil, 2009) a conexio
da Let de Organicos com a Lei de Agrotoxicos e Afins ficou melhor entendida, uma vez que
este Decreto, acresceu aos dispositivos do Decreto 4.074/02 (Brasil, 2002), que regulamenta a
Let de Agrotoxicos e Afins, definicdes como a de Produto Fitossanitario com uso na Agricultu-
ra Organica e também a definicio de Especificacio de Referéncia, como sendo especificacdes e
garantias minimas que os produtos fitossanitarios com uso aprovado na agricultura orginica
deverdo seguir para a obtencio de registro. O Decreto n°® 6.913/09 ¢ a INC n 1 (Brasil, 2011a)
detalharam ainda, os procedimentos a serem seguidos para o registro desses produtos.

Até o fim de 2018 foram publicadas 36 (trinta e seis) Especificagdes de Referéncia, apre-
sentando as caracteristicas e os padrdes de concentragdo estabelecidos pelo Governo para o
registro de produtos como Produto Fitossanitario com uso aprovado na Agricultura Organica,
tendo garantida a forma simplificada de organizacio dos processos, bem como a priorizagio
¢ agilizacio da anilise dos pleitos em cada um dos orgios federais regulamentadores, Mapa,
Anvisa e Ibama.

Os produtos que fazem parte da lista positiva das Especificacdes de Referéncia publicadas
até este momento pelo Governo sio:

a) Instrucio Normativa Conjunta SDA/SDC n® 02 de 12 de julho de 2013 (Brasil, 2013).

1 - Cotesia flavipes; 2 - Trichogramma galloi; 3 - Neoseiulus californicus; 4 - Isca vegetal a base
de Tephrosia cindida; 5 - Baculovirus Anticarsia gemmatalis; 06 - Baculovirus Condylorrhiza vestigialis;
7 - Metarhizium anisopliae isolado IBCB 425; 8 - Trichoderma stromaticum isolado CEPLAC 3550;
9 - Azadirachta indica (item alterado pela INC SDA/SPRC n® 1 de 6 de novembro de 2015) (Brasil,
2015b); 10 - Beauveria bassiana IBCB 66; 11 - Phytoseiulus macropilis; 12 - Trichogramma pretiosum;
13 - Regulador de crescimento a base de Ecklonia méxima; 14 - Terra de diatomacea (didxido de
silicio); 15 - Paecilomyces lilacinus isolado UEL Pae 10

b) Instrugio Normativa Conjunta SDA/SDC n® 01 de 06 de fevereiro de 2015 (Brasil, 2015a):

16 - Stratiolaelaps scimitus; 17 - Deladenus (Beddingia) siricidicola; 18 - Cryptolaemus montrou-
zieri; 19 - Trichoderma asperellum isolado URM-5911; 20 - Baculovirus Spodoptera frugiperda (item
alterado pela INC SDA/SPRC n° 1 de 6 de novembro de 2015) (Brasil, 2015b).

¢) Instrugio Normativa Conjunta SDA/SPRC n° 1, de 6 de novembro de 2015 (Brasil, 2015b):

9 - Azadirachata indica (item 9 do Anexo [ ¢ o item 20 do Anexo II, ambos da Instrucio Normati-
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va Conjunta SDA/SDC n° 2, de 12 de julho de 2013 (Brasil, 2013), alterado pela INC SDA/SPRC n® 1
de 6 de novembro de 2015) (Brasil, 2015b); 20 - Baculovirus Spodoptera frugiperda; 21 - Chrysoperla
externa; 22 - Trissolcus basalis; 23 - Orius insidiosus; 24 - Trichoderma asperellum isolado CBMAI 840
(T-211); 25 - Bacillus subtilis isolado UFPEDA 764; 26 - Trichoderma harzianum isolado IBLF006; 27
- Bacillus methylotrophicus isolado UFPEDA 20.

d) Instrugio Normativa Conjunta SDA/SMC n® 1, de 28 de novembro de 2017 (Brasil, 2017):

28 - Bacillus thuringiensis var. Kurstaki isolado HD-1 (51450) (CCT1306); 29 - Beauveria bassiana
isolado CBMAT 1306.

¢) Instrugio Normativa Conjunta SDA/SMC n®. 1, de 16 de abril de 2018 (Brasil, 2018a):

30 - Beauveria bassiana isolado IBCB 66 + Metarhizium anisopliae isolado IBCB 425.

f) Instrugio Normativa Conjunta SDA/SMC n° 2, de 29 de agosto de 2018 (Brasil, 2018b):

31 - Acetato de (Z)-8-dodecenila + Acetato de (E)-8-dodecenila + (Z)-8-dodecenol (monitoramento
- uso em armadilha); 32 - Acetato de (E)-8-dodecenila + Acetato de (Z)-8-dodecenila + (Z)-8-dodecenol
(monitoramento - uso em armadilha); 33 - Acetato de (Z)-8-dodecenila + Acetato de (E)-8-dodecenila +
(Z)-3-dodecenol (disrupgio do acasalamento); 34 - Acetato de (E)-8-dodecenila + Acetato de (Z)-8-dode-
cenila + (Z)-8-dodecenol (disrupgio do acasalamento); 35 - Bacillus thuringiensis isolado CBMAI 1398;
36 - Diachasmimorpha longicaudata.

Exemplos importantes dos avancos da legislagio trazendo beneficios aos produtos con-
siderados de Baixa Toxicidade e Periculosidade em relagio aos agrotoxicos convencionais sio
o da publicacio do ATO Mapa No. 6 de janeiro de 2014 (Brasil, 2014), que autorizou o uso
desses produtos para controle nos alvos biologicos indicados em qualquer cultura nas quais
ocorram, excetuando-se casos em que houver restrigdes pelos drgios competentes, facultan-
do as empresas indicar ou ndo em rétulo e bula, a eficiéncia do produto comprovada para
culturas especificamente testadas. Também, o ATO Mapa No. 105, de 28 de dezembro de
2018 (Brasil, 2018¢), dispensa a realizacio de testes de Toxicidade/Patogenicidade e de Ecoto-
xicidade na Fase I das avaliagdes para os produtos a base de Baculovirus, em funcio de suas
caracteristicas, reconhecendo esses como tipicos patogenos de artropodes e apresentando alta
especificidade com relagdo a espécie-alvo.

Outros exemplos referem-se ao conteido das informagdes obrigatorias dispostas em rotu-
lo e bula para produtos de baixa toxicidade, bem como o uso de pictogramas tais como caveira
com duas tibias cruzadas entre outros simbolos que ao longo desta evolugdo, também foram
entendidos, pelo Governo, como inadequados. Neste sentido, produtos de origem bioldgica,
quando dispensados de apresentagio de estudos toxicologicos conforme legislacio especifica,
ficam dispensados de incluir o pictograma referente 4 caveira com as duas tibias cruzadas em
seus rotulos e bulas, além de serem enquadrados na categoria de “Produto Nio Classificado,
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conforme as resolugdes RDC Anvisa 296/19 e RDC Anvisa 294/19, alem de apresentar a faixa
verde ou branca de identificagdo, seguindo as diretrizes de rotulagem do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos GHS, adotadas pela Anvisa (Brasil
2019a; 2019b).

O avanco da legislagio brasileira no que tange a regulamentagio do registro de produtos
diferenciados dos agrotoxicos convencionais visa trazer para a legalidade produtos que fazem
parte de alternativas sustentaveis para o controle de pragas na agricultura brasileira. Mesmo
assim, o enquadramento dos produtos considerados de Baixa Toxicidade e Periculosidade
como os Produtos Microbiologicos, alem de tantos outros na definigdo de Agrotoxicos e
Afins, trouxe dificuldades para seu registro, devido a complexidade dos requisitos técnicos
exigidos, bem como dos custos relacionados a obtencio de todos esses dados. Tantas inovagdes
implantadas pelo Governo com descritas acima, ainda enfrentam dificuldades com o niimero
diminuto de técnicos especializados voltados para a anilise desses produtos diferenciados
daqueles agrotoxicos convencionais, dentro dos Orgios Federais, comprometendo assim, a
agilidade da liberaco dos processos.

O imprescindivel é lembrar que o registro dos produtos Agrotoxicos e Afins é uma con-
dicio obrigatoria, porém ndo suficiente, para toda e qualquer atividade que utilize esses pro-
dutos no Brasil. Para usufruir dos direitos adquiridos pelo Certificado de Registro, um titular
de registro ndo deve esquecer de observar todas as eventuais normas legais que regem o setor.

Tabela 2. Estudos Requeridos para a Avaliagio Toxicologica, Ecotoxicologica e da Patogenicidade de Produtos

Microbiologicos segundo a INC N° 03/2006. Estudos Requeridos para a Caracterizagio do Produto.

Propriedades Fisico-Quimicas

3. Miscibilidade (T) PT ou PF

4.pH(T) PT ou PF

5. Densidade (T) PT ou PF

6. Estabilidade () PT ou PF A luz solar, pH 5, 7,9; ar, temperatura, metais e seus fons
Estabilidade durante armazenagem (T) PT ou PF Condicdes para manutencio do produto

8. Viscosidade (T) PT ou PF Apenas para liquidos a temperatura ambiente
9.wwaracteristicas corrosivas (T) PT ou PF Em relagio a materiais de acondicionamento

Legenda: IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico; PF = produto formulado; T = teste

Tabela 3. Estudos Requeridos para a Avaliacio Toxicologica e da Patogenicidade, divididos em trés fases distin-
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tas: FASE [
Parimetros EE Prodl::;)t(:()is (ssc;(cm) Observacdes
1. Toxicidade/ patogenicidade oral aguda R A ouPT e PF
2. Toxicidade/patogenicidade pulmonar aguda R [A ou PT e PF
3. Toxicidade/patogenicidade intravenosa aguda CR [A ou PT e PF Requerido quando o IA for bactéria ou virus
4. Toxicidade/patogenicidade intraperitoneal CR [AouPTelF nguerido quando o IA for fungo ou protozo-
ario
5. Sensibilizagio dérmica R PT e PF
6. Cultura de células CR A ou PT Requerido quando o IA for virus.
7. Toxicidade cutdnea aguda R [A ou PT e PF
8. Irritagdo/infeccdo ocular primaria R A ou PT e PF
9. Irritagdo cutdnea priméria CR [AouPTePF Requerido quando o microrganismo for taxono-

micamente relacionado com outro sabidamente
irritante. Dispensado para pH <2 ou pH > 11

Legenda: EE = especificagio da exigéncia R = requerido CR = condicionalmente requerido

Tabela 4. Estudos Requeridos para a Avaliagio Toxicoldgica e da Patogenicidade, divididos em trés fases distin-

tas: FASE I
Produto(s) a .
Parimetros EE ser(em) OBSERVACOES
testado (s)
1. Toxicidade oral CR TAouPTePF Requerido quando toxicidade oral, mas ndo patogenicidade ou infectividade for obser-
aguda - DL50 vada nos estudos agudos da Fase L

2. Toxicidade inalatéria ~ CR TAouPT ePF Requerido quando toxicidade pulmonar, mas nio patogenicidade ou infectividade for
aguda - CL50 observada nos estudos agudos da Fase L.
Requerido quando infectividade e/ou persisténcia anormal forem observados, na
auséncia de patogenicidade ¢/ou toxicidade dos estudos da Fase I; as vias de exposi-
¢io devem corresponder dquelas em que efeitos adversos foram observados. Também
pode ser exigido para avaliar efeitos adversos devido a contaminantes microbianos ou
subprodutos toxicos, independente de qualquer efeito na Fase L.

3. Toxicidade/ patogeni- CR ~ [A ou PT
cidade subcronica

Legenda: EE = especificagio da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA= ingrediente ativo; PT = produto técnico; PF = produto

formulado.

Tabela 5. Estudos Requeridos para a Avaliagio Toxicoldgica e da Patogenicidade, divididos em trés fases



34 Trichoderma: uso na agricultura
distintas: FASE 111
Parimetros EE UL Observagdes
testado (s)
1. Efeitos sobre CR IA ou PT Requerido quando quaisquer das situagdes seguintes forem observadas:
reprodugio/ fertilidade infectividade do agente de controle em animais no estudo subcronico
teratogenicidade da Fase II, porém nenhum sinal de patogenicidade ou toxicidade; se o
agente de controle for virus que possa persistir ou replicar mamiferos; o
agente microbiologico ndo ¢ totalmente patogenicidade ou toxicidade; se
o conhecido taxonomicamente e é relacionado a organismos parasiticos
a células de mamiferos; quando existam indicagdes de que possam conter
contaminantes que sio parasitos de animais. Requerido para produtos
que contenham ou sejam suspeitos de conter virus carcinogénicos.
Requerido para produtos que contenham ou sejam suspeitos de conter
virus que possam interagir adversamente sobre componentes do sistema
imunologico de mamiferos.
2. Carcinogenicidade CR [AouPT
3. Resposta de imunide- ~~ CR A ou PT

de celular

Legenda: EE = especificaio da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico

Tabela 6. Estudos Requeridos para a Avaliacio Ecotoxicoldgica, divididos em trés fases distintas: FASE L.

Produto(s) a ser(em)

Testes EE testado (s) Observagdes

1. Oral para aves R 1A ouPT

2. Inalatorio para aves CR 1A ouPT Requerido quando a natureza do agente micro-
biologico e/ou suas toxinas indicarem patogeni-
cidade potencial p/ aves.

3. Mamiferos silvestres CR A ou PT

4. Peixes de agua doce R 1A ou PT

5. Invertebrados de dgua doce R [AouPT

6. Animais de estudrios e marinhos CR [AouPT Quando o uso for direto em estudrio e ambientes
marinhos, ou com expectativa de atingir tais am-
bientes em concentrages significativas (padrio
de uso, mobilidade do agente).

1.7. Plantas nio alvo CR A ou PT

1.8. Insetos ndo alvo R 1A ou PT

1.9. Abelhas R A ou PT

1.10. Minhocas CR [A ou PT

Legenda: EE = especificagio da exigéncia; R = requerido; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto

técnico.
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Tabela 7. Estudos Requeridos para a Avaliagio Ecotoxicologica, divididos em trés fases distintas: FASE IL.

Produto(s) a ser(em .
Testes EE (5) a ser(em) Observagdes
testado (s)
1. Comportamento no ambiente CR [AouPT Requerido quando efeitos patogénicos ou toxicos forem
terrestre observados nos testes da Fase I com organismos terrestres.
Requerido quando efeitos patogénicos forem observados
nos testes da Fase I com organismos aquéticos de dgua doce.
3. Comportamento em ambiente CR 1A ouPT Requerido quando o produto for para aplicagio terrestre ou
estuarino e marinho em 4gua doce, e forem observados efeitos toxicos ou pato-

génicos em qualquer dos estudos da Fase I com organismos
de estuario e marinhos; ou quando o produto for recomen-
dado para ambientes marinhos ou de estuarios, ou forem
observados efeitos toxicos ou patogénicos em qualquer dos
seguintes testes da Fase I: oral agudo em aves; inalagio com
aves; toxicidade/patogenicidade em animais marinhos ou
de estuarios.

Legenda: EE = especificaio da exigéncia; R = requerido; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.

Tabela 8. Estudos Requeridos para a Avaliagio Ecotoxicologica, divididos em trés fases distintas: FASE IIL.

EE Produto(s) a ser(em)

T .

estes testado (s) Observagdes

1. Organismos terrestres ~ CR [AouPT Requerido quando efeitos toxicos sobre organismos ndo-alvo selvagens,

¢ aquaticos terrestres ou aquaticos forem observados em um ou mais testes da Fase
I e os resultados da Fase II indicarem exposicio de tais organismos ao
agente microbioldgico.

2. Patogenicidade CR IA ou PT Requerido quando efeitos patogénicos forem observados em aves na

cronica e reproducio Fase I; efeitos cronicos carcinogénicos ou teratogénicos forem relatados

de aves em testes de avaliagio (toxico - patologica); testes de comportamento no
ambiente da Fase II indicarem que a exposicio de animais terrestres ao
agente de controle for provavel.

3. Especificidade a CR 1A ouPT Requerido quando o produto for indicado para uso em 4gua ou quando

invertebrados aquaticos houver possibilidade do mesmo ser transportado local de uso, e quando

¢ Estudos do para a agua a partir do patogenicidade ou infectividade for observada nos

ciclo biologico de peixes testes aquaticos da Fase L.

5. Plantas ndo-alvo CR A ouPT Se o produto é transportado do local de aplicacio pelo solo, ar, 4gua ou

por animais, e quando se observar patogenicidade alvo. O grau de sobre
plantas nio movimentagio sera determinado pelos testes da Fase II.

Legenda: EE = especificacio da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.

Perspectivas de mercado no Brasil

Nos anos recentes a popularidade do biocontrole e de produtos alternativos ou biocompa-
tivels tem aumentado, ndo somente entre os agricultores e diferentes segmentos da sociedade
brasileira, mas inclusive entre os técnicos das companhias de pesticidas quimicos. Associado
a isto, o desenvolvimento desses produtos é prioridade em diversas agéncias de fomento de
pesquisa e desenvolvimento, bem como em diversas instituicdes de pesquisa e ensino e nas em-
presas de pesticidas. Essa mudanca esta tendo reflexo no crescimento do mercado anualmente,
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fato demonstrado no consideravel aumento nas vendas de produtos biologicos em 2018 no
Brasil (Mapa, 2019).

Um importante aspecto ¢ que os agricultores estdo avidos por técnicas alternativas para
o controle dos problemas fitossanitarios, pois acreditam que podem reduzir custos e atender
a demanda da sociedade por alimentos livres de pesticidas quimicos. Esses novos produtos
devem fortemente fazer parte do manejo integrado de pragas, pois seguramente ocorrera re-
ducio de custos da produgdo de alimentos, fibras e energia, bem como melhorara a qualidade
dos alimentos produzidos.

E importante ressaltar que necessitamos aumentar o uso de biopesticidas e produtos bio-
compativeis na agricultura brasileira, pois sio indispensaveis para o agronegocio. Também
necessitamos urgentemente aprimorar a regulamentagdo e os registros dos biopesticidas e dos
produtos biocompativels, pois aumentara a vantagem competitiva do pais haja vista que o
aumento do uso de biopesticidas/produtos biocompativeis reduz os impactos ambientais dos
pesticidas quimicos, alem de contribuir para o manejo integrado de pragas. Desta forma, ¢
imprescindivel o desenvolvimento de novos produtos, com formulacdes inovadoras visando
aumentar a oferta e consequentemente estimular a geracio de demanda.

Embora culturalmente sempre se relacione que a agricultura orgdnica e o biocontrole
ou produtos alternativos ou biocompativeis caminham juntos e que a agricultura orginica
representa o grande mercado para o controle biolégico, no Brasil o maior mercado para os
biopesticidas e produtos biocompativeis ¢ a agricultura convencional.

Desafios para o desenvolvimento de biopesticidas no Brasil

Sio diversos os desafios para o desenvolvimento de biopesticidas no Brasil e alguns serio
comentadas abaixo, nio significando que sio os mais importantes.

1. Melhorar a forma de abordagem para alterar a cultura do uso de agrotoxicos existentes
entre os agricultores, agronomos, professores, pesquisadores e outros atores e com isso aumen-
tar o entendimento do biocontrole.

2. Realizagdo de pesquisas basicas com os bioagentes, incluindo os impactos ambientais.

Aumentar a disponibilidade de produtos biologicos com novos agentes de biocontrole
no mercado. Portanto, & imprescindivel realizar o isolamento e a selegdo de novos bioagentes,
pois atualmente sdo poucas as espécies comercializadas. Neste sentido, no processo de isola-
mento e selecio de isolados de Trichoderma, seria importante buscar isolados resistentes a
alguns dos principais ingredientes ativos utilizados no tratamento de sementes. Também seria
importante disponibilizar no mercado isolados de Trichoderma resistentes aos principais in-
gredientes ativos de fungicidas pulverizados nas plantas. Essa caracteristica facilitaria o manejo
integrado das doencas de plantas. Alem disso, € de extrema importincia que as empresas dis-
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ponibilizem informagdes sobre a compatibilidade de suas formulagdes contendo Trichoderma
com os principais agrotoxicos utilizados na cultura. Alguns aspectos da compatibilidade de
fungicidas com Trichoderma sio discutidos no capitulo 12.

4. Aumentar o nimero de laboratorios/empresas que trabalham com a multiplicacio de
organismos e técnicas de producio para melhorar a qualidade dos produtos obtidos nas em-
presas, bem como aumentar a disponibilidade de produtos para os agricultores. Os processos
produtivos de agentes de biocontrole devem ser mais eficientes, tanto do ponto de vista de efi-
ciéncia produtiva (concentragio e viabilidade do organismo), como do ponto de vista de custo
de produgdo. Em relacio ao Trichoderma, reconhecidamente ha necessidade de processos pro-
dutivos mais eficientes. Ha necessidade constante de melhorar o processo de multiplicacio de
Trichoderma para se obter a maior producio das estruturas a serem formuladas. Atualmente,
a produgio de Trichoderma ocorre basicamente via fermentacio solida-estatica e raramente via
fermentacio liquida submersa, sendo que as técnicas, bem como as vantagens e desvantagens
de cada processo estdo descritas no capitulo 8. Um dos aspectos importantes a ser considerado
¢ o tipo de estrutura reprodutiva de Trichoderma que se deseja produzir. Por exemplo, para
determinados uso seria mais importante a produgio de clamidésporos e microesclerddios do
que de conidios, haja vista a maior resisténcia aos estresses desta estrutura.

5. Alterar a relagio entre as empresas e as instituicdes de pesquisa e ensino para o desen-
volvimento de projetos conjuntos, combinando os conhecimentos da industria em relacio ao
mercado ¢ os basicos em microbiologia, entomologia e agronomia das instituigdes de pesquisa.

6. Controle de qualidade dos produtos comercializados. O controle de qualidade ¢ uma
etapa imprescindivel durante todo o processo produtivo. Atualmente, para Trichoderma, exis-
tem diversas metodologias para serem utilizadas, conforme descritas no capitulo 9. Entretanto,
existe a necessidade de buscar novas possibilidades, como o desenvolvimento de métodos mais
rapidos para a quantificacio e também na avaliagio de viabilidade das estruturas reprodutivas
dos microrganismos, como por exemplo o uso de laser para esta finalidade. Também necessita
avaliar o vigor das estruturas no controle dos patdgenos até o final do prazo de validade do
produto, nio apenas estar viavel.

7. Desenvolvimento de formulagdes adequadas para a manutengio da viabilidade do
principio ativo visando a protecio das estruturas, a persisténcia e a eficicia em campo, bem
como vida de prateleira superior a um ano. Além disso, as formulacdes necessitam apresentar
maior concentragdo possivel de estruturas de Trichoderma visando a redugio de custos com a
logistica e facilidade de aplicagio no campo. As formulagdes necessitam ainda manter o vigor
da estrutura utilizada de Trichoderma. Nos capitulos 8 e 10 sdo discutidos diversos aspectos
sobre a multiplicacio e processos de formulagio de Trichoderma. Alem do desenvolvimento
de formulacdes com estruturas de Trichoderma, também ha necessidade de desenvolver formu-
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lagdes contendo Trichoderma em mistura com outros bioagentes. Esta é uma forma de atingir
alvos diferentes ou mesmo permitir que diferentes mecanismos de acio atuem simultanea-
mente sobre 0 mesmo alvo. Essa mistura pode levar a0 aumento da eficiéncia de um produto
biologico no controle de doengas. Agio de sinergismo, como por exemplo Trichoderma com
Clonostachys. Outra possibilidade é a mistura entre agente de controle biologico de doengas
com agente de controle biolégico de pragas, por exemplo, formulagdes contendo a mistura de
Trichoderma com Metarhizium ou Trichoderma com Beauveria.
8. Ajustar a produgdo em escala e a logistica de distribuigdo e transporte.
9. Treinamento para uso e integracio dos biopesticidas dentro dos sistemas de cultivo.
A recomendagdo técnica deve ser direcionada para cada sistema produtivo/cultivo avaliando
também o historico da area. As culturas, as doengas e as interacdes que ocorreram ao longo
dos anos, deverio ser analisadas de um ponto de vista mais amplo. O momento da aplicacio,
as condicdes climaticas durante a aplicagdo, a modalidade de aplicagio, o equipamento e a
compatibilidade entre os produtos a serem utilizados. Todo este entendimento, resultara no
manejo integrado do agroecossitema. Precisa também melhorar o conhecimento da estrutura
e do funcionamento do agroecossistema. A recomendagdo técnica para o controle biologico
¢ fundamental e difere da recomendagio para produtos quimicos, pois envolve também um
conceito mais amplo do que é controle biologico, haja vista que mais um componente vivo
fara parte do sistema. O indice de controle envolvido no controle biolégico ¢ diverso do
controle quimico. Em muitas situagdes um controle abaixo do padrio quimico ndo representa
ineficacia do produto, mas sim o potencial de controle do bioagente. Assim, ¢ fundamental
utilizar todas as técnicas de manejo para que a doenca ndo atinja o limiar de dano econdmico.
Desta forma, a demanda de pesquisa para determinar o momento de aplicagio é fundamen-
tal para o sucesso da técnica. Também ¢ necessario entender as diferengas do conceito de
eficiéncia biologica e eficiéncia agronémica. Somente este fato pode levar, muitas vezes, a
interpretagio equivocada. Além disso, no manejo integrado o controle biologico sempre exige
um periodo mais amplo para se verificar a eficiéncia do agente.
10. Politica piiblica apropriada para biocontrole, por meio de incentivos fiscais e
crediticios.
11. Regulamentagio para pesquisa, desenvolvimento e registro de biopesticidas.
12. Tecnologia de aplicacio e liberagio
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Consideragoes finais

Trichoderma é mais do que um agente de controle biologico de doencas. Tem diversas
outras finalidades, como a producio de enzimas para as industrias. Além disso, pode cola-
borar com a agricultura em diversos aspectos fundamentais, como aumentar a eficiéncia no
uso de nitrogénio, promover o desenvolvimento das plantas, bem como a produtividade e
aliviar os impactos dos estresses salinos. Esses trés aspectos serdo discutidos nos proximos trés
paragrafos.

O primeiro aspecto ¢ em relagio ao nitrogénio. O nitrogénio € um dos nutrientes essen-
clais para as plantas e sua caréncia é um fator limitante para o crescimento, o desenvolvimento
e a produtividade das culturas. Entretanto, a maior fragio do nitrogénio do solo esta presente
na forma organica, presente na matéria organica ou como parte de organismos vivos, a qual
nio ¢ prontamente disponivel para as plantas (Cantarela, 2007). Nos ltimos 40 anos, a pro-
ducio de cereais triplicou. Por outro lado, a quantidade de nitrogénio sintético aplicado as
lavouras para aumentar sua produtividade subiu de 12.000.000 ton/ano para 104.000.000
ton/ano (Mulvaney et al., 2009), sendo que entre 30% a 50% sio absorvidos pela planta em
desenvolvimento e o restante é perdido, o que tem um impacto muito negativo sobre o0 meio
ambiente (Rockstrom et al., 2009). Alem disso, os fertilizantes nitrogenados sio produzidos
principalmente a partir de combustiveis fosseis, nio renovaveis (Cantarela, 2007). Diversos
estudos demonstraram que plantas tratadas com Trichoderma, além de ter o controle de do-
encas, apresentaram maiores rendimentos do que as plantas nio tratadas (Harman, 2000;
Harman, 2011; Harman et al., 2010; Shoresh et al.,, 2010; Rubio et al., 2014; 2017). Embora
estudos sobre o papel de Trichoderma na assimilagdo de nitrogénio simbidtico, como um com-
ponente importante de tais respostas benéficas, ainda sejam escassos, Harman (2000) relatou
que Trichoderma harzianum favoreceu a absorcio de nitrogénio em testes de campo de milho.
Assim, uma das possiveis indicacdes de uso de Trichoderma, e, portanto, um novo mercado
para esse bioagente seria o seu uso visando o uso eficiente de nitrogénio.

O segundo aspecto a ser discutido é o potencial de Trichoderma na promogio de cres-
cimento e de produtividade das plantas. O uso de Trichoderma em relagio 4 promogdo de
crescimento das plantas, mecanismo discutido no capitulo 4, € de grande importincia. Har-
man (2011) relata aumento meédio de produtividade de milho em cerca de 820 kg/ha com o
tratamento de sementes com Trichoderma. O efeito na promogio de crescimento de plantas
mediado por Trichoderma esta discutido ao longo do livro. Como por exemplo, foi relatado
que o tratamento de sementes de arroz, trigo e tomate com I harzianum aumenta sua taxa
fotossintética, o peso das plantas, o comprimento de suas raizes e brotos e o nimero de folhas
¢ area foliar (Rawat et al,, 2011; Dominguez et al., 2016). No mercado mundial sdo diversos os
produtos formulados a base de Trichoderma que sio registrados como promotores de cresci-
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mento. Diversos destes produtos estio relatados no capitulo 2. Essa promocio de crescimento
serd fundamental para o aumento da disponibilidade de alimentos, inclusive considerando
que a melhoria nos rendimentos das culturas ajudara a reduzir os custos ambientais.

O terceiro aspecto a ser considerado é o potencial de Trichoderma em aliviar o estresse sa-
lino. E amplamente reconhecido que espécies de Trichoderma protegem plantas contra patoge-
nos por competigio, micoparasitismo e antibiose (Lorito et al.,, 2010; Druzhinina et al., 2011)
e promovem o cresciemento das plantas e induzem defesas contra estresses bioticos e abioticos
(Shoresh et al., 2010; Hermosa et al., 2012). Também tem sido relatado que Trichoderma spp.
so eficazes em aliviar os efeitos adversos que o estresse salino tem sobre as plantas (Mastouri
et al., 2010; Rubio et al., 2014). Em um estudo onde foram avaliados pardmetros fisiologicos
e as alteragdes de expressdo de genes ligados a estresses abioticos para investigar as respostas de
plantas de tomate adubadas e nio adubadas com fertilizantes minerais e submetidas ou nio
a estresse salino, Rubio et al. (2017) relataram que Trichoderma harzianum T34, na auséncia
de fertilizagio mineral, promoveu o crescimento de plantas de tomate, independentemente
do estresse salino. Entretanto, os mesmos autores verificaram que a combinacio de adubacio
mineral e biologica (com Trichoderma) aumentou a sensibilidade das plantas de tomate ao
estresse salino e previne respostas adaptativas. Esses resultados indicam o potencial do bioa-
gente em mediar o estresse salino, mas também indica que pode ocorrer problemas em plantas
super estimuladas.

Trichoderma continuara sendo utilizado, principalmente, como agente de controle bio-
logico, mas apresenta um potencial consideravel para aumentar a eficiéncia no uso de nitro-
génio, promover o desenvolvimento das plantas, bem como a produtividade e aliviar os im-
pactos dos estresses salinos. Para que o organismo desempenhe esses novos papeis, bem como
continue como o principal bioagente fungico de controle biologico de doengas de plantas
serd fundamental a selecio de novas espécies e melhorar todo o sistema de multiplicagio e
formulagio.
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Introducio

Este capitulo foi preparado na forma de um guia contendo informacdes basicas sobre pro-
dutos formulados a base de Trichoderma, tanto para o controle de doencas de plantas, como
visando a promocio de crescimento das plantas. Ao longo do capitulo sio apresentadas in-
formacdes sobre 246 produtos. Essas informacdes foram obtidas em sitios oficiais dos orgos
registrantes, nos sitios eletronicos das empresas produtoras e comercializadoras, universidades,
instituicdes de pesquisa, orgdos fiscalizadores, em periodicos cientificos e diretamente com
responsaveis técnicos de empresas. Entretanto, com certeza, os autores no tiveram acesso a
todos os produtos disponiveis no mercado mundial e, portanto, muitos produtos utilizados
ndo estio apresentados neste capitulo. Esse fato indica tio somente a dificuldade dos autores
em obter todas as informagdes e ndo que os autores deixaram voluntariamente de incluir
algum produto nesta publicagio.

Aos autores do capitulo coube compilar as informacdes disponiveis nos diversos 6rgaos.
Assim, os autores ndo realizaram analises sobre as caracteristicas e qualidades dos produtos,
sobre a eficiéncia em controlar os fitopatogenos ou sobre a promogio de crescimento, sobre
os mecanismos de acio e outras informacdes incluidas no capitulo. Desta forma, em nenhum
momento os autores subscrevem as indicagdes de uso, bem como as qualidades dos produtos
aqui apresentados. Ha necessidade de enfatizar que a inclusio ou omissio dos produtos,
bem como a indicacio de uso para o controle de doengas ou promocio de crescimento, nio
subentende julgamento e ou avaliacio sobre eficiéncia por parte dos autores e suas respectivas
instituigdes.



46 Trichoderma: uso na agricultura

Para facilidade de leitura, bem como para mostrar claramente o nimero de produtos
disponiveis no mercado, a apresentacio dos produtos esta classificada inicialmente pela espé-
cle de Trichoderma e a seguir, em ordem alfabética, pelo nome comercial. Para cada produto
sio apresentados: nome comercial, principio ativo, doengas e patdgenos alvos ou promogio
de crescimento, modo de acdo, caracteristicas do agente de controle biologico, formulagdes
disponiveis, métodos de aplicado, registro e comercializacio e empresa produtora. Entretanto,
para diversos produtos, ndo foi possivel obter todas as informagdes, pois nio estio disponiveis
ou ndo foram encontradas pelos autores.

Informacdes sobre agentes de biocontrole de doengas de plantas disponiveis no mercado
foram publicadas por Bettiol et al. (2009, 2012) e Woo et al. (2017).

Essa publicagio retrata pontualmente parte do mercado mundial dos produtos a base de
Trichoderma para o controle de doengas de plantas e promotores de crescimento disponiveis.
Portanto, & uma publicagio que reflete parte da realidade de marco de 2019. Assim, representa
apenas um retrato do momento do mercado mundial. Certamente existe um nimero maior
de produtos a base de Trichoderma comercializados no mundo. Entretanto, esses foram os
que os autores localizaram de diversas formas. Também ha necessidade de considerar que esses
produtos poderio ser retirados do mercado, bem como ter a sua recomendacio ampliada,
alem de que novos produtos poderio entrar no mercado.

Dos produtos a base de Trichoderma, a espécie Trichoderma harzianum ¢ a mais
comercializada mundialmente, sendo encontrada, quando considerado os produtos sem
mistura de microrganismos, em 38,8% dos produtos comerciais. Entretanto, quando
considerado os produtos onde ha mistura de espécies de Trichoderma este valor chega 50%
dos produtos disponiveis no mercado mundial e sobe para 60% quando considerado todos os
produtos, incluindo aqueles que espécies de Trichoderma sio misturadas com outros fungos,
bactérias e micorrizas. Trichoderma viride ocupa a segunda posicio com 16,1%, seguida
de Trichoderma atroviride, Trichoderma asperellum e Trichoderma spp., com 6,5%, 4,4% e
3,20, respectivamente. As demais espécies comercializadas individualmente sio: Trichoderma
lignorum (1,2%), Trichoderma catenulatum (0,8%), Trichoderma koningiopsis (0,8%),
Trichoderma virens (0,8%), Trichoderma fertile (0,4%), Trichoderma stromaticum (0,4%).
Também Trichoderma gamsii, Trichoderma koningii, Trichoderma polysporum, Trichoderma
lignorum, Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma parceramosum sio comercializadas
(Figura 1). Estas ultimas somente em mistura de produtos. Assim, considerando o niimero
de 254 de espécies conhecidas de Trichoderma (Bissett et al,, 2015) o nimero utilizado em
controle biologico é de 4% das espécies conhecidas.



Produtos comerciais a base de Trichoderma 47

= T. harzianum = T. viride

= T. atroviride u T. asperellum

= T. lignorum w T. virens

m T catenulatum u T. koningiopsis

u T fertile u T. stromaticum

u Trichoderma spp. u Mistura de Trichoderma

u Mistrua com outros organismos

Figura 1. Porcentagem de produtos 4 base de cada espécie de Trichoderma comercializada.

A seguir sio apresentados os dados dos produtos a base de Trichoderma disponiveis no
mercado mundial que os autores obtiveram as informagdes.

Trichoderma asperellum

ASPERELLO T 34 BIOCONTROL

Principio ativo: Trichoderma asperellum T34,

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum em plantas ornamentais cultivadas
em casa-de-vegetagdo. Para o controle de Pythium em cultivo protegido de tomate, pimenta e
berinjela.

Modo de agio: competicio por espaco e nutriente, inducio de resisténcia na planta e
parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma germina e cresce em
uma ampla gama de solos, com pH entre 6 a 8 e temperatura de solo de 20 °C a 35 °C.



48 Trichoderma: uso na agricultura

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel na concentracio de 1 x 10° UFC/g.
Armazenar em local seco e fresco (4 °C) para obter 24 meses de vida de prateleira.

Método de aplicagdo: pulverizagio, imersio e fumigacio. Aplicar o produto em inter-
valos regulares de dois a trés meses durante o ciclo da cultura. Iniciar a aplicagio durante a
propagacio da planta.

Registro e comercializagio do produto: EUA, Canada, Peru, Japio, Egito, Marrocos,
Franca, Bélgica, Tunisia e diversos paises da Europa. Possui certificacio OMRI-CERES, ECO-
CERT ¢ Organic Farmers and Growers.

Empresa produtora: Biocontrol Technologies S.L. Av. Madrid, 215-217, ent. A Barcelona
08014. Espanha. Empresa distribuidora: Biobest Canada, Ltd. 2020 Fox Run Rd Leamington
(Ontario) N8H 3V7, Canada. Biobest Maroc SARL (Asperello..., 2019).

ECO-T

Principio ativo: Trichoderma asperellum.

Doengas e patogenos visados: Pythium, Rhizoctonia, Phytophthora, Fusarium e outros.

Modo de agio: Trichoderma tem crescimento rapido e eficiente capacidade de com-
petir e deslocar os agentes patogénicos das culturas, além de inibir o crescimento de outros
microrganismos através da liberagio de compostos inibidores de crescimento. Atua como
biofungicida contra patégenos do solo e bioestimulante favorecendo o desenvolvimento do
sistema radicular das plantas.

Caracteristicas do agente de controle biologico: o fungo ajuda a controlar doencas
radiculares e promove o crescimento de uma ampla variedade de culturas, plantas ornamentais
e eucalipto.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 107 conidios/g para tratamento de sementes de
uso geral e em aplicagdes via sulco de plantio ou via “drench”.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes e via “drench” para mudas em bandejas,
canteiros, vasos e gramado no plantio. O produto deve ser aplicado mensalmente apds o
plantio. Para tratamento de sementes: milho 1 g/kg de semente; trigo 25 - 50 g/ha ou 1-2 g/
kg de semente ou 40 - 80 g/ha; soja 1 g/kg de semente ou 50 - 70 g/ha. Usar espalhante adesivo
adequado. Via “drench™ 1 g/4 L de agua.

Registro e comercializacio do produto: Africa do Sul (Eco-T - L7495; Eco-T Ezi-Flo -
19276). Comercializado no Quénia, Zimbia, Franga, Reino Unido, Marrocos, Tunisia, fndia
¢ China.

Empresa produtora: Plant Health Products (Pty) Ltd. Africa do Sul (Eco-T..., 2018).
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MAZAO SUSTAIN

Principio ativo: Trichoderma asperellum TR900.

Uso recomendado: registrado como biofertilizante.

Modo de agio: promove o crescimento e o desenvolvimento radicular.

Formulacio e vida de prateleira: formulagio liquida em oleo vegetal contendo 10°
UFC/mL. Vida de prateleira de 12 meses fechado, armazenado em local seco e fresco (15 °C
220°C).

Métodos de aplicagio: via “drench” 200 mL/ha.

Registro e comercializagio do produto: Africa do Sul como um biofertilizante,

Empresa produtora: Real IPM. Quénia (Mazao..., 2019).

ORGAMICA F

Principio ativo: Trichoderma asperellum.

Doengas e patdgenos visados: Rhizoctonia solani e Phytophthora infestans em batata;
fitopatogenos causadores de podriddes radiculares; Ascochyta pisi e Uromyces sp. em ervilha;
Fusarium spp., Ascochyta sojaecola e Uromyces sojae em soja; podriddes radiculares; Botrytis
cinerea e Phytophthora infestans em tomateiro sob cultivo protegido; Pseudoperonospora
cubensis e oidios em pepino sob cultivo protegido.

Modo de agio: competicio e parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle biologico: o isolado se desenvolve em uma
ampla faixa de pH do solo e é eficaz em estagdes frias (outono e primavera da Russia).

Formulagio e vida de prateleira: liquida na concentragio de 1 x 10° UFC/mL. Validade
por até 10 meses entre temperatura de 5 °C a 15 °C, protegido de luz solar direta.

Métodos de aplicagio: batata: tratamento de tubérculos 1 -2 dias antes do plantio, com
2,5 L/ton. para o controle de Rhizoctonia solani. Para o controle de Phytophthora infestans,
recomenda-se a primeira pulverizagio preventiva, com 4 L/ha, na fase de fechamento das
linhas e a segunda aplicacio com intervalo de 10 - 15 dias. Ervilha: tratamento de sementes,
um a dois dias antes da semeadura, com 0,2 L/ton para o controle de podriddes radiculares e
Ascochyta pisi. Pulverizagdes (0,8 L/ha) durante o periodo de crescimento da cultura para o
controle de Ascochyta pisi e Uromyces sp., sendo a primeira no aparecimento dos primeiros
sinais/sintomas da doenga e a segunda com intervalo de 10 a 15 dias. Soja: tratamento de
sementes, um a dois dias antes da semeadura, com 0,2 L/ton para o controle de Fusarium spp.
e Ascochyta sojaecola. Pulverizagdes (0,8 L/ha) durante o periodo de crescimento da cultura
para o controle de Ascochyta sojaecola e Uromyces sojae, sendo a primeira no aparecimento
dos primeiros sintomas da doenca e a segunda com intervalo de 10 a 15 dias. Tomate e pepino:
tratamento de sementes 2 a 3 dias antes da semeadura com 10 mL de produto/kg de semente
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para o controle de podriddes radiculares. Para o controle de Botrytis cinerea e Phytophthora
infestans em tomateiro, Pseudoperonospora cubensis e oidios em pepino, aplicar durante a
estacdo de crescimento, a primeira aplicacio preventiva e depois em intervalo de 7-10 dias (4
L/ha).

Registro e comercializagio do produto: Russia.

Empresa produtora: Bionovatic. 420095, r. Kasaup, rexnononuc «Xumrpam,
yn. Boccranms, gom 100, spanue 45, Russia (Orgamica..., 2018).

ORGANIC

Principio ativo: Trichoderma asperellum URMS5911.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani e Fusarium solani . sp. phaseoli.

Modo de agio: parasitismo, competicio, antibiose e indugio de resisténcia de plantas.

Formulagio e vida de prateleira: p6-molhavel (WP) com minimo de 1 x 10" UFC/g.
Validade de 90 dias entre 20 °C e 25 °C.

Método de aplicagio: tratamento de semente na dose de 280 g/100 kg de sementes.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 12616).

Empresa produtora: Laboratorio de Biocontrole Farroupilha Ltda. Avenida Julia Fernan-
des Caixeta, 555, 38706-420. Patos de Minas, MG. Brasil (Agrofit, c2003).

ORGANIT STERN

Principio ativo: Trichoderma asperellum.

Indicagido de uso: decompositor de restos de culturas.

Modo de agio: decompositor de restos culturais, mesmo ndo sendo a principal funcio,
atua como parasita de fungos fitopatogénicos.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: decompositor de restos culturais,
melhora a fertilidade do solo, tem agdo em temperaturas baixas no outono-inverno e aumenta
a produtividade de plantas.

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel na concentragio de 1 x 10" UFC/g.
Validade de 12 meses entre 5 °C a 30 °C.

Métodos de aplicagio: pulverizacio nos restos culturais do trigo da primavera ou inver-
no, girassol e milho (80 g/ha).

Registro e comercializagio do produto: Russia.

Empresa produtora: Bionovatic. 420095, r. Kasaub, rexnononuc “Xumrpan’,
yn. Boccranms, nom100, smanme 45, Rissia (Organit..., 2018).
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QUALITY

Principio ativo: Trichoderma asperellum SF 04.

Doengas e patdgenos visados: Rhizoctonia solani, Fusarium solani f. sp. phaseoli e
Sclerotinia sclerotiorum.

Modo de agio: parasitismo, competicio, antibiose e indugio de resisténcia de plantas.

Formulagio : granulado dispersivel na concentracio de 1 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: para o controle de tombamento, causado por Rhizoctonia solani:
200 g/100 kg de sementes. Para o controle da podridio radicular causada por Rhizoctonia
solani e Fusarium solanif. sp. phaseoli ¢ recomendado o tratamento de semente com 100 g/100
kg de sementes. Para o controle de Sclerotinia sclerotiorum recomenda-se duas aplicagdes apos
a emergéncia na dose de 100 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 08611) e Paraguai (SENAVE
5476).

Empresa produtora: Laboratorio de Biocontrole Farroupilha Ltda. Av. Julia Fernandes
Caixeta, 555, 38706-420. Patos de Minas, MG, Brasil (Agrofit, ¢2003, Paraguai, 2019).

T34 BIOCONTROL

Principio ativo: Trichoderma asperellum T34.

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum em cravo e Pythium aphaniderma-
tum em tomate, pimentdo, pimenta e berinjela.

Caracteristicas do agente de controle biolégico e modo de agio: a acio se deve a
colonizagio do substrato e da rizosfera das plantas e assim compete por espaco e nutrientes, bem
como por parasitismo dos fungos patogénicos. O produto deve ser aplicado preventivamente
para proteio contra a murcha de Fusarium oxysporum em cravo. Em tomate, pimentio,
pimenta e berinjela para prevencio de Pythium aphanidermatum. O produto nio deve ser
usado em misturas com outros pesticidas ou fertilizantes liquidos

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10” UFC/kg.

Meétodos de aplicagio: incorporacio no substrato: misturar 10 g de produto/m’ de subs-
trato antes da semeadura, enraizamento ou plantagio. Diluir 10 g/L de gua e aplicar 0,1 L de
agua/L de substrato. Pulverizagio do substrato: aplicar por pulverizagio com uma dose de 0,5
g/m’ de area (5 L de calda/m?), antes ou imediatamente aps a semeadura ou o enraizamento.
Imerso radicular (apenas para craveiro): antes do plantio, recomenda-se mergulhar as raizes
nos propagulos durante algumas horas, ou durante a noite, numa suspensio de 0,01 g/L de
agua. Rega no plantio e a0 longo do ciclo vegetativo: aplicar o produto por aspersio numa
dose de 10 /1000 vasos (1 L de substrato/vaso) no dia do plantio, ou 5 g/ 1000 vasos no
plantio e mais 5 g/1000 vasos uma semana depois. Em cravo, repetir a mesma dosagem a cada
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2 a 3 meses, como tratamento de manutengdo da populagio do fungo no substrato e antes de
uma situacdo de risco ou quando as plantas se encontram em estresse (diluir 10 g /L de agua
e aplicar a 100 ml/L de substrato).

Registro e comercializagio do produto: Unido Europeia e Reino Unido.

Empresa produtora: Biocontrol Technologies S.L., Avgda. Madrid 215-217, Barcelona,
Espanha. IQV Agro Portugal SA. R. Dr. Hilario Barreiro Nunes, 49, Santarém, Portugal
(T34.., 2017, T34.., 2019).

TRICHO TURBO

Principio ativo: Trichoderma asperellum BV-10.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani.

Modo de agio: antibiose, competigio, parasitismo e indugio de resisténcia.

Formulagio: concentrado emulsionavel (EC) contendo 1,0 x 10" conidios vidveis/mL.

Método de aplicagio: recomenda-se 200 a 800 mL/ha. O produto deve ser aplicado no
plantio via jato dirigido cobrindo todo o fundo do sulco de plantio e sobre os tubérculos; uma
segunda aplicacdo deve ser realizada no colo das plantas antes da amontoa.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 34013).

Empresa produtora: Biovalens Ltda. Rua Manoelzinho Rodrigues da Cunha, 81, 38.059-
367 Uberaba, MG, Brasil. Vittia Fertilizantes e Biologicos Ltda. Av. Marginal Esquerda, 1000,
14.600-000. Sao Joaquim da Barra, SP. Brasil (Agrofit, ¢2003).

TRICHODERMAX EC

Principio ativo: Trichoderma asperellum.

Doengas e patogenos visados: Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani f. sp. glycines
e Rhizoctonia solani.

Modo de agio: antibiose, parasitismo, competicio e indugdo de resisténcia em plantas.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: aléem de atuar no biocontrole, pro-
duz metabolitos que auxiliam no desenvolvimento radicular de plantas e na participagio da
decomposicio de matéria organica do solo.

Formulagio: concentrado emulsionavel, com minimo de 1,5 x 10° conidios viaveis/mL.

Método de aplicagio: aplicacio apos a semeadura. Na cultura da soja é recomendado
1000 mL/ha para o controle de Fusarium solani f. sp. glycines e Rhizoctonia solani. Para
Sclerotinia sclerotiorum recomenda aplicagio de 1200 mL/ha no estagio V3 da soja. Em
fetjoeiro é recomendada a aplicacdo de 1000 mL/ha no estagio V4 da cultura para controle de
Sclerotinia sclerotiorum.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 12511).
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Empresa produtora: Novozymes Bioag Produtos para Agricultura Ltda. Rua Aristeu
Luciano Adamoski, 12, 83420-000. Quatro Barras, PR. Brasil (Agrofit, ¢2003).

TRICHOTECH WP

Principio ativo: Trichoderma asperellum isolado H22.

Doengas e patogenos visados: Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotinia spp. e
Pythium spp. e como promotor de crescimento das plantas.

Modo de agio: competicio, antibiose, parasitismo e promocio de crescimento.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 4 x 10° UFC/g, Deve ser arma-
zenado em local fresco e escuro.

Métodos de aplicagio: via gotejamento: 125 g/100 L de agua. Via “drench” ou aplicacio
prétransplantio de mudas: 125 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Quénia.

Empresa produtora: Dudutech. Quénia (Trichotech..., 2019).

Trichoderma atroviride

ECO-77

Principio ativo: Trichoderma atroviride 77.

Doengas e patdgenos visados: protecio de feridas de podas em videiras contra Eutypa
¢ para a supressdo de Botrytis.

Modo de agio: Trichoderma atroviride coloniza os ferimentos causados por podas e evita
que patogenos, como Botrytis, entrem na planta. Da mesma forma, protege as podas de videi-
ras e outras arvores frutiferas, colonizando o local da poda e evitando a entrada de patogenos.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10’ conidios/g de produto formulado.

Métodos de aplicagdo: aplicar 1 g/2 L de agua. Aplicar como um jato dirigido nos feri-
mentos imediatamente apos a poda. Pulverizar em cobertura total quando a doenga é notada
pela primeira vez. Repetir a aplicacio quando necessario.

Registro e comercializacio do produto: Aftica do Sul (Reg. L7945). Comercializado
na Africa do Sul, Zimbia e Quénia.

Empresa produtora: Plant Health Products Ltd. Africa do Sul (Eco-77..., 2018).
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ECOHOPE E ECOHOPE-DRY

Principio ativo: Trichoderma atroviride SKT-1.

Doengas e patdgenos visados: doencas de arroz causadas por Gibberella fujikuroi,
Burkholderia plantarii, Burkholderia glumae e Acidovorax avenae subsp. avenae.

Modo de agio: degradagio da parede celular pela producio de enzimas.

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma atroviride SKT-1 foi
isolado da rizosfera de Zoysia japonica (Nagayama et al., 2007).

Formulagio e vida de prateleira: liquida (armazenar a 4 °C durante 4 meses). Formula-
¢io WP (armazenar em temperatura ambiente por 6 meses).

Método de aplicagio: tratamento de semente.

Registro e comercializagio do produto: Japdo. Ecohope (21009) e Ecohope Dry (21434)

Empresa produtora: Kumiai Chemical Industry Co. Ltd. Japdo (Ecohope..., 2019).

ESQUIVE WP

Principio ativo: Trichoderma atroviride I-1237.

Doengas e patogenos visados: podriddo do tronco da videira causada por Phacomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum e Fomitiporia mediterranea. Também
indicado para controlar Eutypa lata e Botryosphaeria spp. (Bertsch et al., 2013).

Modo de agio: antagonismo, parasitismo, competicio e antibiose.

Caracteristicas do agente de biocontrole: limita e retarda a progressio de agentes
patogénicos presentes na videira e contribui para a reducio de diversos sintomas de doengas
associadas a podriddo do tronco.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10" UFC/kg. Armazenar por
seis meses 4 temperatura ambiente (20 °C) ou por 18 meses refrigerado (5 °C).

Meétodos de aplicagio: foliar: 4 kg/ha ou 100 g/L (1 tratamento por ano). Também pode
ser aplicado com pincel em ferimentos de poda.

Registro e comercializagio do produto: Europa (Franca AMM 2080004.), Australia,
Nova Zelandia, Africa do Sul e Vietni.

Empresa produtora: Agrauxine, ZA de Troyalac'h. Africa do Sul (Esquive..., 2018).

LETTUCEMATE

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Indicagdo de uso: bioinoculante para a cultura da alface.
Modo de agio: promotor de crescimento de raizes da alface.
Formulagio: pé-molhavel contendo 5 x 10° UFC/g.
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Meétodos de aplicagio: aplicar nas mudas de alface 200 g/50 L entre 3 a 5 dias antes do
plantio de campo.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Lettucemate..., c2016).

PLANT HELPER

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Doengas e patogenos visados: Microdochium nivale, Myriosclerina borealis, Pythium
$p. € outros.

Modo de agio: crescimento da planta e induzindo a resisténcia natural da planta a
fitopatogenos.

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma atroviride foi isolado
da regido subartica do Alaska, logo ¢ tolerante ao frio, sobrevivendo a temperatura de 4 °C a
33°C.

Formulagio: comercializado em concentrado liquido contendo 10°UFC/mL e pé-molha-
vel na concentragdo de 1 x 10° UFC/g.

Método de aplicagio: pode ser aplicado por pulverizacio e via irrigacdo.

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresas produtoras: AmPac Biotech. Fresno, CA, USA (Plant..., 2018).

PLANTMATE FOLIAR

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Indicagio e modo de agio: promotor de crescimento.

Caracteristicas do produto: pode ser aplicado com fertilizante foliar liquido e produtos
organicos, como extratos de algas marinhas e produtos a base de peixe.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 1 x 10° UFC/g produto formulado.

Meétodos de aplicagio: culturas de campo: aplicar 500 g/ha a cada 14-28 dias durante
o ciclo da cultura, dependendo do clima, das condicdes de cultivo e do estresse da colheita.
Viveiro e culturas de ambiente protegido: aplicar 100 g/100 L de agua a cada 7-14 dias durante
o ciclo da cultura dependente do clima, condicdes de crescimento e estresse. Assegurar que
o tanque de mistura tenha sido cuidadosamente lavado removendo os residuos quimicos.
Pré-misturar 500 g em 10 L de agua cinco minutos antes de adicionar no tanque de 500 L de
pulverizacio. Manter agitacio constante no tanque. A mistura tem que ser aplicada no mesmo
dia de preparacio. Deve ser aplicado no final da tarde com espalhante adesivo.
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Registro e comercializagio do produto: Austrlia.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Plantmate..., 2015).

SENTINEL

Principio ativo: Trichoderma atroviride LU132.

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea nas culturas da uva e tomate.

Modo de agio: competicio.

Caracteristicas do produto: pode ser usado no manejo integrado de pragas e doencas,
alternando com aplicagdes de fungicidas quimicos.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 2,5 x 10° UFC/g.

Métodos de aplicagio: para tomate recomenda-se 200 g/500 L de agua pulverizado a
cada 14 a 21 dias antes das aplicacdes com fungicidas quimicos. Para uva 200 g/300 L ou 500
L de agua (66 /100 L de agua por ha).

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelindia (ACVM Act 1997 - P7235).
Certified BioAgro New Zeland, Inputs for organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Sentinel..., 1997).

TENET

Principio ativo: Trichoderma atroviride LU132.

Doengas e patogenos visados: podridio branca da cebola (Sclerotium cepivorum) e a
podridio basal de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. cepae).

Modo de agio: competicio.

Caracteristicas do produto: aplicar no sulco de semeadura proximo das sementes para
garantir a atividade biologica do ingrediente.

Formulagio: grinulo contendo 5 x 10° UFC/g.

Meétodos de aplicagdo: bulbo de cebola: 25 - 50 kg/ha. Cebolinha: 25 kg/ha. Alho: 25 - 35
kg/ha. Aplicar no sulco de plantio.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelandia (ACVM Act 1997, P7644).
Certified BioAgro New Zeland - Inputs for organics 3515 COL.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Tenet..., 2013).
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TIFI POLVO

Ingrediente ativo: Trichoderma atroviride MUCLA5632.

Doengas e patogenos visados: mofo cinzento e podridio do tronco (Botrytis, Diplodia
seriata, Neofusicoccum australes) em tomate, uva, mirtilo, maga e frutas de carogo.

Modo de agio: coloniza a rizosfera. Tem agio antagonista direta a certos patogenos do
solo e de parte aérea. Tem efeito bioestimulante promovendo o desenvolvimento radicular e
vegetativo. A produgdo de metabolitos secundarios estimula o sistema de defesa da planta e
promove o desenvolvimento e a nutri¢io do mesmo.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: via irrigagio, quando o objetivo é
reduzir os patogenos do solo, ou via foliar, quando o objetivo é reduzir os patogenos trans-
portados pelo ar, usando um nebulizador, bomba eletrostatica ou bomba costal. Durante a
aplicacdo, agitar para manter uma suspensio homogénea. No inverno, a aplicacio deve ser
feita nas primeiras horas da manh, enquanto no verdo, no final da tarde.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° conidios/g.

Meétodo de aplicagio: foliar: 3 -4 g/L de dgua, desde a floragio até a pré-colheita. Aplicar
10 dias apos aplicacio de fungicida quimico. Uva e ameixa: 1 kg/ha em 50 L de agua. Maci e
Frutas de carogo: 2 kg/ha em 100 L de agua. Aplicagio dirigida aos cortes de poda ou feridas
ocasionadas por danos mecanicos. Aplicar 10 dias depois da aplicacio do fungicida quimico.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2708).

Empresa produtora: Agrotecnologias Naturales S.L., Tarragona, 43762, Espanha (Chile,
2019; Tifr-Polvo..., [2018]).

TRICHODRY

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Indicagio: bioinoculante para promogio de crescimento.

Modo de agio: estimula o crescimento das raizes e aumenta a assimilacio e a utilizagio
de micronutrientes, aumenta a resisténcia a condicdes adversas.

Formulagio: po-molhavel (WP) contendo 2,5 x 10" UFC/g.

Meétodos de aplicagio: aplicar 1 kg/m’ de substrato de crescimento.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelandia. Certified Bioagro New Zeland-
Inputs for Organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Trichodry..., 2015).
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TRICHOINPRO WP

Ingrediente ativo: Trichoderma atroviride.

Doengas e patdgenos visados: tombamento (Rhizoctonia solani, Fusarium spp.) em
arroz e nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) em crisintemo.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: utilizado de forma preventiva. Tratamento de sementes 2 kg/ton.
Aplicagio foliar ou sobre o solo 250 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6777).

Empresa produtora: Inproarroz Ltda. Km. 15 Via Puerto Lopez Villavicencio, Meta,
Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Trichoinpro, 2019).

UNITE

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Doengas e patogenos visados: tombamento em plantulas, causado por Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, e podridio radicular, causada por Phytophthora spp. e Cylindrocarpon
destructans, em videiras

Modo de agio: competicio e indugio de resisténcia.

Formulagio: po-molhavel contendo 5 x 10" UFC/g.

Métodos de aplicagdo: aplicar a cada duas semanas 500 g/5.000 m* de substrato orgnico
ou 500 g/1000 L de substrato inorginico a cada 10 a 14 dias. Em hidroponia: 500 g/1000 L a
cada 10 a 14 dias. Em plantacdes: 750 g/ha mensalmente. Em videira e plantios ornamentais:
750 g/ha 3 a 5 vezes por estagdo. Em viveiros: 750 g/ha de 2 a 3 vezes por estacio. Em mudas
e sementes: 500 g/100 L de agua.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelindia (ACVM P7643). Certified Bio-
Agro New Zeland - Inputs for organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Unite..., 2015).

VINEVAX BIO-DOWEL e VINEVAX WOUND DRESSING

Principio ativo: Trichoderma atroviride.

Doengas e patdgenos visados: Chondrostereum purpureum, Eutypa lata, Botryosphaeria
stevensii e Phacomoniella chlamydospora em videira e frutos de carogo.

Modo de agio: coloniza os vasos de plantas lenhosas e atuam como uma barreira prote-
tora contra os fitopatogenos.
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Formulag6es: po-molhavel e tarugo na concentragio de 5 x 10° UFC/g.

Métodos de aplicagdo: Vinevax Wound Dressing, Pulverizagio: misturar 10 g/L de agua
limpa. Pré-misturar o produto adicionando 100 g/2 L de 4gua, mantendo a consisténcia até 10
L. Mexer até misturar bem e deixar em repouso por 10 minutos antes de usar. Videiras: pulveri-
zar em todos os cortes de poda e quebras de galhos ou danos causados pelo vento. Agitar regu-
larmente e aplicar em todas as feridas. Para melhores resultados aplicar 4-5 h depois das podas.
Pincelamento em pomares ou plantas ornamentais: misturar 100 g/L, agitar e repousar por
10 minutos. Use um pincel limpo para aplicar no ferimento das podas. Agitar regularmente e
aplicar em todas as feridas. Esperar que a seiva da superficie tenha secado antes da aplicagio.

Vinevax Bio-Dowel: aplicar um tarugo por planta jovem e 2 a 3 por plantas adultas de
videira; frutos de carogo aplicar 1 a 5 tarugos/planta.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelindia (ACVM P2686 e P4231). Cer-
tified BioAgro New Zeland - Inputs for organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Vinevax..., 2015).

Trichoderma catenulatum

PRESTOP e PRESTOP MIX

Principio ativo: Gliocladium catenulatum J1446 (ex-Gliocladium catenulatumi).

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea, Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani,
Pythium, Fusarium e Phytophthora em diversas culturas.

Modo de agdo: competicio, parasitismo e producio de enzimas que rompem a parede
celular do patogeno.

Formulacio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10* UFC/g. Vida de prateleira
de 12 meses.

Método de aplicagdo: pulverizacio foliar, tratamento do substrato de plantio e via
irrigacio.

Registro e comercializagio do produto: EUA, Canada e Unido Europeia. Possui cer-
tificagio da OMRI.

Empresas produtoras: Lallemand/Verdera Oy, PO. Box 5, Kurjenklellontie, 5B, Finlan-
dia. http://www.lallemand.com/ (Prestop..., 2007).
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Trichoderma fertile

TRICHOPLUS T™M

Principio ativo: Trichoderma fertile JM4IR.

Doengas e patdgenos visados: doencas radiculares causadas por Rhizoctonia solani,
Fusarium spp., Pythium spp., Sclerotinia spp. e Phytophthora e também para estimular o
crescimento das plantas.

Modo de agio: inibe o crescimento e as atividades dos patogenos, estimula os mecanis-
mos de defesa nas plantas, capacidade de colonizacio da rizosfera e promogio de crescimento
das plantas.

Caracteristicas do agente de controle biologico: ¢ uma linhagem local adequada para
as condicdes da Africa do Sul.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10 conidios /g. Deve ser
armazenado a 4 °C.

Métodos de aplicagio: misturar 250 g/1000 L de agua (deixar a suspensio em repouso
por 20 minutos). Este volume ¢ para tratar 1 ha ou 3000 bandejas.

Registro e comercializagio do produto: Africa do Sul (Reg. L7161).

Empresa produtora: Basf South Africa (Trichoplus, 2018).

Trichoderma harzianum

AGRODERMA

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Pythium spp., Phytophthora spp.,
Fusarium spp., Verticillium spp., Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii em diversas
culturas anuais e perenes.

Formulagio: liquida contendo 1 x 10° conidios/mL e outros inertes, como carboidratos
e aminodcidos.

Registro e comercializagio do produto: EUA onde possui cerificagio pela Materials
Review Institute - OMRI, podendo ser utilizado na agricultura orgdnica. A empresa também
atua no Chile, Peru, Colombia e México (Agroderma..., 2018).

Empresa produtora: Gruindag International, S.A. de C.V. Calle Allende s/n, lote 2,
Manzana 13, Parque Industrial de Cuautla, Villa Ayala, Morelos, México. (Agroderma..., 2018).
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AGROINT-T

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios vidveis/g.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 7384).

Empresa produtora: Edgar Yamil Acosta Lopez - Agroinsumos Biologicos - Carrera 11
N. 727 De Villanueva/Casanare, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

ANTAGON WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento causado por Rhizoctonia solani, em
arroz; de mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, em feijio; murcha de Fusarium
(Fusarium oxysporum) e podriddo de Fusarium (Fusarium roseum) em cravo.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: pé-molhavel contendo 1 x 107 conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: sulco de plantio, liquida, por meio de abelhas, pasta para poda e
tratamento de sementes.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 4778).

Empresa produtora: Bioecologicos S.A.S. Avenida 116, 54-90 - Barrio Alhambra, Bogota,
Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Peru, 2019).

BIO-T

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento causado por Rhizoctonia solani e Fusarium
$pp., em arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: concentrado solavel contendo 3 x 10" UFC/mL.

Método de aplicagio: ¢ aplicado de acordo com a fenologia da cultura e os periodos
criticos de risco em sistemas de irrigacio por gotejamento, asperso e rega. Aplicacdes nas se-
mentes pos germinacio. O antagonista, além de ser incorporados no solo, ambos com matéria
organica, ou pulverizado diretamente, pode ser também inoculado na semente para ocorrer o
seu estabelecimento e multiplicagdo nas radiculas, evitando doengas radiculares.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 9413).

Empresa produtora: PLA. Biologicos - Carrera 48 Sur 117-78 (Via Panamericana a Bo-
gota), Ibague, Tolima, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).
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BIO-TRICHO

Principio ativo: Trichoderma harzianum SF.

Doengas e patogenos visados: Botrytis e doencas radiculares causadas por Rhizoctonia,
Phytophthora, Pythium, Fusarium, etc., em varias culturas.

Formulacio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° conidios/g. Armazenar
em geladeira (4 °C). Prazo de validade superior a 12 meses.

Métodos de aplicagio: solo ou tratamento de sementes 40 g/10 L de agua.

Registro e comercializagio do produto: Africa do Sul.

Empresa produtora: Agro-Organics (Pty) Ltd. (Bio-Tricho..., 2018).

BIOBEN

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: Phytophthora sp., Rhizoctonia sp., Pythium sp.,
Sclerotinia sp., Sclerotium sp., Fusarium sp., Verticillium sp., etc.

Modo de agio: parasitismo, estimula a planta a produzir fitoalexina como mecanismo
de defesa; produz substincias que impedem e/ou limitam o desenvolvimento do patdgeno e
produz substincias que ativam a producio de horménios e crescimento de raiz, facilitando a
absorcio de nutrientes pela planta (Bioben..., 2018).

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: 200 - 800 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificacio da OMRI-CERES
(Bioben..., 2018).

Empresa produtora: Agricola Innovacion S.A. de C.V. Av. Central 206 3 er Piso Col. San
Pedro de 16s Pinos. Cidade do México, MX 01180 (Bioben..., 2018).

BIODERMA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium ultimum,
Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis sp.

Modo de agio: competicio, antibiose, parasitismo e promogio de crescimento.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1 x 10" conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: tratamento de sementes na concentracio de 4 g/kg de semente e
diretamente ao solo na concentragio de 2,5 kg/ha. Pode ser pulverizado nas folhas na concen-
tracio de 2,5 kg/ha. Nao deve ser aplicado com bactericidas. A cada 30 dias, aplicar 50 a 100
g/ha ou 0,25 g/L de agua.
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Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6301).
Empresa produtora: Ideias Biologicas. Valle do Aburra. Colombia (Bioderma..., 2017;
Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

BIOFLOWER TRICHODERMA

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: podriddes da raiz ou doengas flingicas que causam mur-
cha e afetam o desenvolvimento dos frutos, vegetais e plantas ornamentais e gramados.

Modo de agio: antagonismo.

Formulagio: Trichoderma harzianum em sachés. Caixa com 3 sachés de 4 g/unidade.

Métodos de aplicagio: mudas: aplicar 4 - 8 g (1 - 2 sachés)/L de 4gua. Utilizar cerca de 1
L/3 m lineares. Vasos: 4 - 8 g (1 - 2 sachés)/L de agua. Aplicar 150 - 250 mL/vaso de 10 - 20 cm
de didmetro. Transplante: 4 - 8 g (1 - 2 sachés)/L de agua. Aplicar 150 - 250 mL/planta no mo-
mento do transplante. A manutengio nas culturas deve ser feita visando assegurar um minimo
de populagio de Trichoderma em solos ou substrato para isso é recomendada a aplicagio de
2-4 g/L de dgua a cada 30 dias.

Registro e comercializagio do produto: Espanha.

Empresa produtora: BioFlower, Espanha (Bioflower, c2019).

BIOFUNGO WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum OBTHI5.

Doengas e patdgenos visados: Pyricularia oryzae (atroz), Botrytis cinerea, Phytophthora
sp. e Sphaeroteca pannosa (rosas).

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: pulverizacio na pré-floragio a cada 15 dias na dose de 300 g/ha.
Em arroz aplicar no perfilhamento e pré-floragio por aspersio na dose de 300 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 4678).

Empresa produtora: Orius Biotech, Colémbia (Biofungo..., 2017; Instituto Colombiano
Agropecuario, 2018).

BIOHARZ

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Sclerotium, Verticillium,
Alternaria e Botrytis cinerea.

Modo de agio: parasitismo e promogio de crescimento.
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Formulagio: suspensio contendo 2 x 10° UFC/mL.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: aplicar 5 - 10 mL/50 mL de agua em 1
kg de semente. Tratamento de mudas: 250 mL/50 L de agua e mergulhar as raizes das mudas
por meia hora na suspensio e transplantar imediatamente. Via “drench”™ 750 - 1000 mL/100
L de agua.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: International Panaacea Ltd. India (Bioharz..., 2018).

BIOPONIC MIX BM

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium e Pythium.

Modo de agio: competicio e promogio de crescimento.

Formulagio: po-molhavel.

Método de aplicagio: misturar 1 g/10 L de 4gua e aplicar no solo. Repetir a cada 6 ou
8 semanas.

Registro e comercializagio do produto: Espanha.

Empresa produtora: GHE - General Hydroponics Europe. Biopole 32500 Fleurance,
Franca (Bioponic..., 2019).

BIOREGULAX WP

Ingrediente ativo Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz
e de mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, em crisintemo.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: pulverizacio na pré-floragio das plantas a cada 15 dias na dose
de 300 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 4677).

Empresa produtora: Orbiotec S.A. Carrera 23, 5-86, Villavicencio, Departamento de
Meta, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

BIOTRICHO-H

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo.

Modo de agio: competicdo, antibiose, parasitismo e inducio de resisténcia da planta.
Registro e comercializagio do produto: EUA, com certificagio OMRI
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Empresa produtora: Sagana Agrobioldgicos. Costerita, 1900 Orilla de Carretera Km 3
Col. El Ranchito Culiacan, Sinaloa 80309 (Biotricho-H..., 2018).

BLINDER SC MYCROS

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum BTH003.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz
e de mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, em morango, rosa e tomilho.

Modo de agdo: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo, estimula a defesa da
planta e solubiliza fosfatos.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 5 x 10° conidios viaveis/mL.

Método de aplicagio: foliar ou no solo.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 7669).

Empresa produtora: Mycros Internacional S.A.S - Lugar Km 1.3, Via Parcelas de Cota
Bod. 14 Bodega Aepi PH, Cota, Cundinamarca, Coloémbia (Blinder..., 2016; Instituto Colom-
biano Agropecuario, 2018).

COMMANDER

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: nematoides e murchas causadas por Fusarium spp.
Modo de agio: parasitismo e competicio.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1%.

Métodos de aplicagio: solo 1 kg/0,5 ha. Foliar: 2 g/L de agua.

Registro e comercializagio do produto: {ndia

Empresa produtora: H. T. C. Impex Private Ltd. India (Commander..., 2019).

DAYTONA

Principio ativo: Trichoderma harzianum ESALQ-1306.

Doengas e patogenos visados: Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Pratylenchus zeae e Thielaviopsis paradoxa.

Modo de agio: parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada (SC) com, no minimo, 2,0 x 10’ conidios viaveis/
mL.

Método de aplicagio: Fusarium: 800 - 1000 mL/ha pulverizados no sulco da semeadura.
Para Rhizoctonia: 1000 mL/ha em aplicagio foliar (para morango 2 - 7 aplicagdes em interva-
los de 20 - 50 dias a partir do transplante). Sclerotinia: duas pulverizagdes (V3 e V5 em soja)
com dose de 500 - 1000 mL/ha. Pratylenchus: aplicagio no sulco de plantio (1000 mL/ha) em
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cana-de-acucar. Thielaviopsis paradoxa: 1000 - 2500 mL/ha pulverizados no sulco de plantio
em cana-de-aglicar.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 19318).

Empresa produtora: Koppert do Brasil Holding Ltda. Rodovia SP-135, km 17,5, 13420-
280, Piracicaba/SP, Brasil. (Agrofit, ¢2003).

ECOGOLD TRICHA

Principio ativo: Trichoderma harzianum NBRI-1055.

Doengas e patdgenos visados: doencas radiculares causada por Rhizoctonia, Fusarium
e Pythium.

Modo de agio: parasitismo, antibiose e promogio de crescimento.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 5 - 10 g/25 mL de agua para 1 kg de
semente. Mudas: 10 g/L de 4gua e mergulhar as raizes por 30 minutos antes do transplante
no campo. Aplicacio no solo: misturar 1 kg/25 kg de esterco para 4000 m”. Aplicacio foliar:
1 kg/100 L agua, pulverizado nas folhas.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Metro Exporters PVT. Ltd. India (Ecogold..., 2019).

ECOSOM - TH

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia, Phytophthora, Fusarium, Botrytis cinerea
e nematoides.

Modo de agio: competicio por espaco e nutrientes, parasitismo, producio de enzimas
degradadoras, promogdo de crescimento e produz toxinas que possuem agio nematicida.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10 UFC/g. Vida de pra-
teleira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: foliar: 10 g/500 mL de agua. Gotejamento: 3 - 5 kg/50 L de agua.
Aplicacdo no solo como bionematicida: 50 - 150 kg/ha aplicado na zona das raizes. Imersio
das raizes: mergulhar as raizes das plantas numa suspensdo contendo 10 g/L de agua.

Registro e comercializacio do produto: India.

Empresa produtora: Agri Life. India (Ecosom..., 2019).
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ECOTRICH

Principio ativo: Trichoderma harzianum IBLF006.

Doengas e patogenos visados: recomendado no Brasil para o controle de Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solant, no Paraguai é recomendado para o controle de tombamento,
causado por Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Macrophomina
phaseolina e Pythium spp., em soja e para controle da podriddo radicular, causada por
Pythium spp., Fusarium spp. Macrophomina spp., em milho; na Bolivia é recomendado para
o controle de Fusartum solani e Rhizoctonia solani, causadores de tombamento na soja.

Modo de agio: competido, parasitismo e antibiose.

Caracteristicas do agente de controle biologico: sobrevive a diversas condigdes am-
bientais.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel (WP) na concentragio de 1x 10 UFC/g.
Validade de 11 meses a 20 °C.

Meétodo de aplicagio: soja: aplicar 40 - 60 g/100 kg de sementes para o controle de
Rhizoctonia solani, para o controle de Sclerotinia sclerotiorum pulverizar 200 - 250 g/ha no
estadio V5. Alface: 150 g/ha imediatamente apos o transplante de mudas.

Registro e comercializagdo do produto: Brasil (Mapa 04213), Paraguai (SENAVE 4848)
¢ Bolivia (SENASAG 3948).

Empresa produtora: Ballagro Agro Tecnologia Ltda. Estrada Municipal Carlos Gebim,
2353, 12955-000. Bom Jesus dos Perddes/SP. Brasil (Agrofit, c2003; Paraguai, 2019).

EMRALD AVANI

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doencas e patogenos visados: Phytophthora, Fusarum e Pythium, Cercospora,
Colletotrichum, Alternaria, Ascochyta, Macrophomina, Myrothecium, Ralstonia, doengas
bacterianas e fiingicas do algodao, cereais, leguminosas, vegetais, oleaginosas, fruteiras e floricultura.

Modo de agio: competicio, antibiose e parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle biologico: os metabolitos estimulam a germina-
¢ao de sementes, o crescimento das plantas e a formagio inicial de flores.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Emrald Bio. fndia (Emrald..., 2019).

FITOBAC

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em cti-
santemo.
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Modo de agdo: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagdo: tratamento de sementes: 20 - 30 g/100 kg sementes. Tratamento
de solo: 20 - 30 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6379).

Empresa produtora: Organizacion Pajonales SA. Carrera 65C 32B-13, Medellin, Antio-
quia, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

FOLIGUARD SC

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea, causador do bolor cinza, em roseira.
Controle de Leverllula taurica, Stemphylium versicarium, Uncinula necator, Botrytis cinerea
e Peronospora destructor.

Caracteristicas do produto: inibe a germinacio dos conidios e o crescimento dos fito-
patogenos.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: suspensdo concentrada contendo 5 x 10° conidios vidveis/g.

Meétodo de aplicagio: aplicar na parte aérea das plantas (tronco, folhas, flores e frutos)
via nebulizagio com alta turbuléncia para garantir a cobertura. Recomenda-se aplicacio, pre-
ferencialmente, de forma preventiva ou no inicio do aparecimento da doenca na dosagem de
750 mL/ha ou 200 - 300 mL/100 L. Pimenta, aspargo, uva, alcachofra, abacate e cebola: aplicar
200 - 300 mL/100 L. Oidio da videira: 750 mL/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6014) e Peru (SENASA PBUA
159),

Empresa produtora: Live System Technology S.A. Calle 126 11 B9, Bogota, Colémbia.
Farmago SA. Av. Alfredo Mendiola, Auxiliar Panamericana Nte. 6068, Los Olivos 15314, Peru
(Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Peru, 2019).

FRAGATA

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Fusarium oxysporum em tomate,
berinjela, tabaco e pimenta.

Modo de agdo: parasitismo, competicio por nutrientes e antibiose.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° UFC/g.

Método de aplicagio: foliar com um adjuvante.

Registro e comercializagio do produto: EUA.
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Empresa produtora: Quimica Agronomica de Mexico S. de R.L. de C.V. Calle 18, 20501
Colonia Impulso Chihuahua, Chihuahua 31183, México (Fragata..., 2016).

FUNGIGRASP WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sp., Pythium
sp., Botrytis sp. causadores de tombamento nas culturas da soja e do tomate.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: em pré-transplante e oito dias apds o transplante (250 - 500 g/ha).

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 8069) e Bolivia (SENASAG
3601).

Empresa produtora: Core Biotechnology. Av. 4 Norte, 8N-67, Cali, Colombia (Instituto
Colombiano Agropecuario, 2018).

GLIOCLADIN TAB

Principio ativo: Trichoderma harzianum (18 BU3P).

Doengas e patogenos visados: fitopatogenos causadores de podriddes de raiz e colo em
pepino, tomate e flores.

Formulagio e vida de prateleira: tablete ou pastilha contendo 10’ UFC/g. Validade de
até dois anos em temperatura entre -30 °C a 30 °C.

Métodos de aplicagio: tomate e pepino: colocar 1 tablete/cova numa profundidade de,
pelo menos, 1 cm, na semeadura/transplante de mudas. Flores: colocar 1 tablete/300 mL de
solo na semeadura ou transplante de mudas.

Registro e comercializagio do produto: Russia. Certificado de Registro 1596-09-307-
214-0-0-3-1.

Empresa produtora: ArpobuoTexuomnorus - Agrobiotecnologia LLC. 125212, Mos-
cou, Kronstadt Boulevard, 7, bld 4. (Gliocladin..., 2018c).

GLIOCLADIN SK

Principio ativo: Trichoderma harzianum (18 BU3P).

Doengas e patogenos visados: fitopatgenos causadores de podriddes de raiz e colo,
alem da murcha causada por Fusarium sp. em tomate e pepino.

Caracteristicas do agente de controle biologico: promogio do crescimento de plantas.

Formulagio e vida de prateleira: suspensio concentrada contendo 10" UFC/g. Valida-
de de até trés meses em temperatura entre 2 - 8 °C.
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Métodos de aplicagio: via “drench” na dose de 140 mL/ha ou pulverizacio do solo.
Uma semana apos a vaporizagio do solo, aplicar o produto em uma profundidade de 20 - 35
cm, objetivando que o Trichoderma ocupe o vazio microbiano. Durante a estagio de cresci-
mento, aplicar o produto de duas a trés vezes.

Registro e comercializacio do produto: Russia. Certificado de Registro 1448-09-107-
214-0-0-00.

Empresa produtora: ArpoBuoTexnonorns - Agrobiotecnologia LLC. 125212, Mos-
cou, Kronstadt Boulevard, 7, bld 4. (Gliocladin..., 2018a).

GLIOCLADIN §P

Principio ativo: Trichoderma harzianum (18 BU3P).

Doengas e patogenos visados: fitopatdgenos causadores de podriddes de raiz e colo.

Modo de agio: inibe o desenvolvimento do patogeno.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10" UFC/g. Validade de dois
anos a-30 °Ca 30 °C.

Métodos de aplicagio: via “drench” na dose de 60 g/ha ou pulverizacio do solo. Uma
semana apos a vaporizacio do solo, aplicar o produto em uma profundidade de 20-35 cm,
objetivando que o Trichoderma ocupe o vazio microbiano. Durante a estagio de crescimento,
aplicar o produto de duas a trés vezes.

Registro e comercializagio do produto: Russia. Certificado de Registro 2120-10-307-
214(434) 00340,

Empresa produtora: ArpobuoTexnomorus. Agrobiotecnologia LLC.125212, Mos-
cou, Kronstadt Boulevard, 7, bld.4, Rissia (Gliocladin..., 2018b).

GROW-BOOST

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: Pythium e Fusarium.

Modo de agio: promove o crescimento das raizes e a absorcio de agua e nutrientes pela
planta.

Métodos de aplicagio: uma embalagem/40 bandejas de producio de mudas ou 20m?de
superficie de cultivo. Dissolver o conteido da embalagem de 20 g em agua, pulverizar sobre
as bandejas de sementes ou mudas com um regador. Ideal para a propagacio bem-sucedida
de sementes e estacas, bandejas, vasos, recipientes e canteiros elevados e para aplicacio em
sementeira ou no transplante. Repetir as aplicacdes a cada 10 a 12 semanas. Pode ser utilizado
em cultivi de legumes, saladas, ervas, frutos vermelhos, bulbos, plantas ornamentais e plantas
perenes.
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Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.
Empresa produtora: Dragonfli, Unit 4 Rippers Court, Sible Hedingham, Halstead Es-
sex, CO9 3PY. United Kingdom (Grow-boost..., 2019).

HARZINA GOLD

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: protege as sementes e brotos emergentes dos patdgenos
habitantes do solo.

Modo de agio: promogio de crescimento e competicio.

Formulagio: p6-molhavel na concentragio de 1%.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Super Agro (I) Pvt. Ltd. India (Harzina..., 2019).

HARZTOP

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: mofo cinzento, tombamento e podridio de raiz causadas
por Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Pythium spp., Fusarium spp., Phytophthora spp.
em uva, mirtilo, morango, framboesa, tomate, alface, salsinha, pimentio, péssego, nectarina,
ameixa, damasco, amendoa, noz, limao, laranja, oliveira, abacate, trigo, aveia, cevada, milho
€ maga.

Modo de agio: inibe o crescimento de fitopatogenos, competicio por espago e nutrien-
tes, producdo de metabolitos que induzem resisténcia sistémica adquirida em plantas, geracio
de outros metabolitos do tipo antibiotico e parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10° conidios/mL.

Método de aplicagio: utilizar 1 - 2 L/ha, com pulverizacio foliar no inicio e final da
floragio e na formagio do fruto. Utilizar 100 mL/100L via irrigagio durante a semeadura ou
transplante.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2738).

Empresa produtora: Biogram SA. Los Canteros, 8534, La Reina, Santiago, Chile (Harz-
top, 2014; Chile, 2019).

HASIRU FRESH TRICHODERMA

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: patgenos habitantes do solo, murchas vasculares e po-
driddes de raiz.

Modo de agio: antibiose, indugio de resisténcia das plantas e parasitismo.
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Registro e comercializagio do produto: fndia.
Empresa produtora: Hasiru Organics. India (Hasiru..., 2019a).

HULKGREEN

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium, Verticillium,
Pythium, Phytophthora, Puccinia e Peronospora.

Modo de agio: inibe o crescimento dos patogenos, inducio de resisténcia, promocio de
crescimento, competicio, parasitismo e antibiose.

Formulagio: suspensio concentrada de conidios.

Registro e comercializagio do produto: Argentina (SENASA 39751).

Empresa produtora: Agro Advance Technology SA. Fatima, Buenos Aires, Argentina
(Argentina, 2019a; 2019b).

LABRADOR

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Pythium, Fusarium, Cylindrocladium,
Thielaviopsis, Sclerotinia sclerotiorum, Pyrenochaeta terrestres ¢ Phytophthora cinnamomi
nas culturas de morango, mirtilo, cebola, abacate, noz e outras.

Modo de agdo: parasita hifas, esclerddios e conidios de fungos. Produz metabolitos que
inibem a germinacdo, o desenvolvimento e formacio de micélio. Induz o sistema de defesa
da planta, estimulando a produgio de fitoalexina. Alem disso, produz auxina que promove o
crescimento de raizes e facilita a absorcio de nutrientes.

Formulagio: po-molhavel contendo 1,1 x 10" UFC/g.

Meétodo de aplicacio: tratamento de sementes, na propagagio de hortalicas em bandeja
e tratamentos de estacas por imersdo. O produto deve ser diluido em agua. Nao aplicar nas
horas mais quentes do dia, com baixa umidade relativa e com alta luminosidade. Nio expor
o produto a temperatura superiores a 40 °C por mais de 30 dias.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificagio da OMRI (Labra-
dor..,, 2013).

Empresa produtora: Agroquimicos Versa S.A. de C.V. Planta industrial: Alfonso Gémez
Torres, 160. CP 27019 Torreon, Coahuila, México (Labrador..., 2018).
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LYCOMAX

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia e Fusarium.

Modo de agio: controla doengas de plantas causadas por fungos e promove o crescimen-
to das plantas.

Formulagio: grinulos ou po.

Métodos de aplicagdo: no sistema de irrigacio ou diretamente na superficie da planta.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: Russell [PM. Reino Unido. http://russellipm-agriculture.com/
lycomax-3/. Acesso em: 22 set. 2018 (Fraceto et al., 2018).

MAJESTIC

Principio ativo: Trichoderma harzianum IBLF006.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

Modo de agio: competido, parasitismo e antibiose.

Formulagées disponiveis: po-molhavel contendo 1 x 10* UFC/g.

Método de aplicagio: no sulco de semeadura para controle de Rhizoctonia solani (500
g/ha). Para o controle de Sclerotinia sclerotiorum recomenda-se a aplicacio via solo (300 g/
ha) imediatamente ap0s o transplante e via foliar (500 g/ha), sendo na cultura da soja no
estadio V4.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 24318).

Empresa produtora: Ballagro Agro Tecnologia Ltda. Estrada Municipal Carlos Gebim,
2353, 12955-000. Bom Jesus dos Perddes/SP, Brasil (Agrofit, ¢2003).

NATIBIOL

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: via “drench” ou no sistema de irrigacio apos o transplante. Re-
comenda-se reaplicar em intervalos de 7 a 20 dias. Utilizar a dose de 60 - 120 g/L de 4gua via
“drench” ou 400 - 800 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Venezuela.

Empresa produtora: Probiagro SA. Acarigua, Venezuela (Bettiol et al., 2012).
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NATUCONTROL

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum, Sclerotinia
sp. e Phytophthora cinnamomi nas culturas de tomate, alface, abacate, morango, framboesa,
groselha etc.

Modo de agio: parasitismo, inducio de resisténcia, antibiose e promogio de crescimento.

Caracteristicas do agente de controle biologico: protege as plantas contra doencas
radiculares causadas por fitopatogenos, atuando na defesa durante todo ciclo de cultivo.

Formulagio: po-molhavel.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificagio da OMRI. A empresa
encontra-se em diferentes paises, como EUA, Mexico, Guatemala, Panami, Col6mbia,
Nicaragua, Equador, Peru e Brasil.

Empresa produtora: Biokrone, USA (Natucontrol..., 2019).

NATUCONTROL MEZFER

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani e Fusarium
Spp., €M arroz.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: via “drench” ou no sistema de irrigacio apos o transplante. Re-
comenda-se reaplicar em intervalos de 7 a 20 dias. Utilizar a dose de 60 - 120 g/L de 4gua via
“drench” ou 400 - 800 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 10490).

Empresa produtora: Mezfer de Colombia Ltda. Edificio OXXO Via Chia-Cajica,
Cundinamarca, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

OCTANE

Principio ativo: Trichoderma harzianum ESALQ-1306.

Doengas e patogenos visados: Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Pratylenchus zeae e Thielaviopsis paradoxa.

Modo de agio: parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada com 2,0 x 10° conidios viaveis/mL.

Método de aplicagio: Fusarium: 800 - 1000 mL/ha pulverizados no sulco da semeadura.
Para Rhizoctonia: 1000 mL/ha em aplicagio foliar (para morango 2 - 7 aplicagdes em interva-
los de 20 - 50 dias a partir do transplante). Sclerotinia: duas pulverizaces (V3 e V5 em soja)
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com dose de 500 - 1000 mL/ha. Pratylenchus: aplicagio no sulco de plantio (1000 mL/ha) em
cana-de-acucar. Thielaviopsis paradoxa: 1000 - 2500 mL/ha pulverizados no sulco de plantio
em cana-de-aclicar.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 22318).

Empresa produtora: Koppert do Brasil Holding LTDA. Rod. SP-135, km 17,5, 13420-
280. Piracicaba/SP, Brasil (Agrofit, ¢2003).

PEAK TRICO-H

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: podridio da raiz, apodrecimento, a murcha de Fusarium,
Ganoderma, etc.

Modo de agio: parasitismo e antibiose.

Formulagio: liquido solavel contendo 1 x 10° UFC/ml.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 20 ml/500 mL de 4gua e recubra as
sementes para 0,5 ha. Foliar: 20 ml/100 L de 4gua/0,5 ha. Aplicacdo no solo: 250 ml/20 kg de
residuos da fazenda. Mudas: 50 mL/100 L de agua.

Registro e comercializacio do produto: India.

Empresa produtora: Peak Group. {ndia (Peak..., 2019b).

PHC T-22

Principio ativo: Trichoderma harzianum cepa T-22 (KRL-AG2).

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Fusarium sp., em cucurbita-
ceas; podridio rosada causada por Pyrenochaeta terrestres em cebola e cebolinha; podridio
de raiz causada por Fusarium sp. em morango, framboesa, tabaco, batata e outras culturas.

Modo de agio: inibe o crescimento de patogenos do solo, compete no solo formando
uma protegio ao redor do sistema radicular. Também atua por parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: Trichoderma harzianum cepa T-22
for desenvolvida pela Universidade de Cornell mediante o cruzamento de duas cepas de
Trichoderma harzianum provenientes de regides e clima contrastantes. A cepa se adapta a uma
ampla gama de espécies vegetais; solos argilosos e arenosos; clima temperado a tropical e pH
na faixa de 4 a 8.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g. Quando con-
servado em baixa temperatura, o tempo de vida de prateleira ¢ de 24 meses.

Meétodo de aplicagio: via solo, no tratamento de semente e pulverizado.

Registro e comercializagio do produto: EUA e México.
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Empresa produtora: Plant Health Care de México, S. de RL. de C.V. Av. Ceylan, 959,
Bodega 26. Col. Industrial Vallejo. Cidade do México, Meéxico 02300 (PHC, 2018).

PHC Planter Box

Principio ativo: Trichoderma harzianum KRL - AG 2 (cepa T-22).

Doengas e patogenos visados: Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Cylindrocladium,
Thielaviopsis e Sclerotinia.

Modo de agio: competicio e parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: a cepa foi desenvolvida pela Univer-
sidade de Cornell mediante o cruzamento de cepas de Trichoderma de regides de clima e solo
contrastante,

Formulagio e vida de prateleira: o produto contém 1 x 10’ UFC/g. Quando armazena-
do em baixas temperaturas a viabilidade podera se estender entre 8 a 12 meses.

Método de aplicagio: tratamento de sementes ou no substrato de cultivo.

Registro e comercializagio do produto: EUA e México. O produto ¢ certificado pela
OMRI e patenteado: US Patent 5.260.213 (PHC, 2018).

Empresa produtora: Plant Health Care de México, S. de R.L. de C.V. Av. Ceylan, 959,
Bodega 26. Col. Industrial Vallejo. Cidade do México, México 02300. BioWorks, Inc., 100
Rawson Rd, Suite 205 Victor, New York 14564. Site: http://www.bioworksinc.com/index.html.

PLANT BOOST

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo.

Modo de agio: aumento do desenvolvimento da raiz da planta, maior rendimento para
vegetais e frutas e melhoria do estabelecimento de plantas apos o plantio.

Caracteristicas do agente de controle biologico: promocio de crescimento, estimula
o crescimento de raizes e aumenta a absor¢io de nutrientes e agua.

Formulagio: granulado contendo 40 g de Trichoderma harzianum T-22.

Métodos de aplicagdo: misturar os grinulos com o substrato antes do plantio (10 g /10
L de substrato). Os grinulos também podem ser colocados nas covas de plantio para garantir
que os granulos tenham contato com as raizes. Repetir trés meses apos o plantio.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: Dragonfli, Unit 4 Rippers Court, Sible Hedingham, Halstead Es-
sex, CO9 3PY. United Kingdom (Plant-Boost..., 2019).
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PLANTMATE GRANULAR

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Indicagdo: usado em culturas de campo, bulbos e tubérculos, pomares, vinhedos e subs-
trato para producio de sementes. Deve ser aplicado no sulco de plantio de arvores, trepadeiras
e sementes. O organismo estimula o desenvolvimento da raiz.

Caracteristicas do produto: grinulos para aplicacio nas zonas das raizes, recomendado
para todas as plantas.

Formulagio: Trichoderma harzianum 1 x 10° UFC/g formuladas em uma matriz de
colonizagio especifica.

Meétodos de aplicagio: culturas de campo: aplicar 10 a 25 kg/ha no sulco de plantio. Se
a semente for de tamanho similar ao granulo a semente pode ser misturada com o grinulo
antes da semeadura. Alternativamente, o produto deve ser aplicado ao sulco na mesma pro-
fundidade que a semente utilizando outro deposito anexado 4 plantadeira. Bulbos de flores
e tuberculos: aplicar 1 kg/100 m? diretamente em torno dos bulbos e tubérculos no plantio.
Assegurar a cobertura dos grinulos pelo solo. Sementeira: aplicar 1 kg/20 m? e misturar com
0s 5 cm superiores do perfil do solo para preparar o local de semeadura. Assegurar a cobertura
dos granulos pelo solo. Pomares e vinhedos: aplicar 5 a 25 g do produto no fundo da cova de
plantio de arvores e videiras.

Registro e comercializagio do produto: Australia.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Plantmate..., 2014).

PLANTSHIELD HC

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Cylindrocladium e Thielaviopsis em Cucurbitaceas (pepino, melio, abobora, etc.); flores e
plantas ornamentais; vegetais (berinjela, tomate, pimenta); ervas, especiarias e horteld; verduras
(rlcula, aipo, endivia, alface, couve, acelga, mostarda, repolho, etc.); culturas hidroponicas
(pepino, tomate, alface, ervas e especiarias); frutas de clima temperado (péra, marmelo);
culturas de viveiro (maple, carvalho, uva, pinho, etc.); frutas de carogo (damasco, cereja,
péssego, ameixa, nectarina) e améndoa, nozes, castanha, macadimia, pistache, etc.

Modo de agio: parasitismo, antibiose, competigio, solubilizacio de nutrientes inorga-
nicos para a absorcio radicular, inducio de resisténcia e inativacio de enzimas do patogeno
envolvidas no processo de infeccio (Paulitz; Bélanger, 2001).
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Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma harzianum KR-
L-AG2 (T-22) ¢ o resultado da fusio de protoplasmas entre os isolados de Trichoderma
harzianum T-95 (que possui competéncia rizosférica) e o isolado T-12. O 1solado T-22
coloniza todo o sistema radicular e persiste por um longo periodo quando aplicado
como tratamento de semente (Paulitz; Béelanger, 2001). Fornece protecio as plantas con-
tra patogenos de solo. O fungo cresce em pH de 4 a 8 e temperatura de 8,9 °C a 36 °C.
Alimenta-se de nutrientes liberados pela raiz, removendo suprimento para o patogeno.
Nio causa danos a salide humana, animal e para a planta (Plantshield..., 2018).

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g. A vida de
prateleira ¢ de seis meses quando armazenado entre 10 °C - 25 °C, nove meses de 0 °C-10 °C e
12 meses abaixo de 0 °C.

Método de aplicagio: no solo ou na parte aérea da planta.

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresa produtora: BioWorks, 100 Rawson Rd, Suite 205 Victor, New York 14564,
USA. (Plantshield..., 2018).

PREDATOX

Principio ativo: Trichoderma harzianum IBLF006.

Doencas e patogenos visados: Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

Modo de agio: fungicida microbioldgico de contato.

Formulagio e vida de prateleira: suspensio concentrada (SC) com 2 x 10° UFC/
mL. Validade de seis meses em temperatura menor que 22 °C.

Método de aplicagio: para o controle de Rhizoctonia solani em feijoeiro: 1 L/ha
aplicado no sulco de semeadura. Para o controle de Sclerotinia sclerotiorum: 1,0 - 1,5
L/ha para a cultura da alface, imediatamente ap6s o transplantio das mudas no campo,
em aplicacdo direcionado ao solo. Para a cultura da soja: aplicagio no estadio V4 de
1,0-2,5 L/ha.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 05015).

Empresa produtora: Ballagro Agro Tecnologia Ltda. Estrada Municipal Carlos
Gebim, 2353. 12955-000, Bom Jesus dos Perddes/SP, Brasil (Agrofit, c2003).

PRQRECTOR WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doencas e patogenos visados: patogenos de solo, tombamento, podriddes de
caules e raizes causados por Rhizoctonia sp., Pythium sp., Fusarium sp., Sclerotinia
sp., Botrytis sp. em sementes de tomate, café, banana, flores, arroz, hortalicas e tomate,
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cana-de-aglicar, batata, milho, soja, sorgo, tabaco, abacaxi, meldo, melancia e alecrim,
tomilho, orégano, baunilha, estragio e hortaligas.

Modo de agdo: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 2 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: via solo antes e depois da semeadura: 1-2 g/L de agua. Via “dren-
ch”0,5-0,8 g/m? aplicando 50 L da mistura em agua por canteiro de 30 m? Para tratamento
de sementes: 1 - 5 g/kg de sementes.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 6213).

Empresa produtora: BIO-CROP LTDA - Carrera 24 n 21-31 Palmira, Departamento
Valle, Colombia (PRQRECTOR..., 2011; Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

RIZODERMA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum Th2.

Doengas e patogenos visados: Fusarium graminearum, Drechslera tritici repentis,
Bipolaris sorokiniana, Tilletia laevis, Ustilago tritici causadores de tombamento, manchas
foliares e carvoes em trigo e Cercospora kikuchit, Phomopsis spp., Fusarium spp. causadores
da mancha de Cercospora e de Phomopsis e podridio vermelha da raiz em soja.

Modo de agio: inibe o crescimento de patdgenos, promove o crescimento das plantas e
aumenta o comprimento e volume das raizes e das partes aéreas das plantulas.

Formulagio: liquido (AL) contendo 2 x 10° conidios/mL.

Método de aplicagio: Tratamento de sementes: trigo (600 mL/100 kg de sementes) e soja
(300 mL/100 kg de sementes).

Registro e comercializagio do produto: Argentina (SENASA 38004) e no Paraguai
(SENAVE 5268), Estados Unidos, Ucrdnia e Urugua.

Empresa produtora: Rizobacter Argentina S.A. Microbiologia Agricola. Laboratério Ela-
borador de Productos Biologicos, PB0013 Av. Dr. Arturo Frondizi 1150 - Parque Industrial
- C.P. B2702HDA Pergamino, Buenos Aires, Argentina (Rizoderma..., 2016; Argentina, 2019,
2019b).

ROOT GUARDIAN

Principio ativo: Trichoderma harzianum cepa T-22 (KRL - AG 2).
Doengas e patogenos visados: fitopatogenos habitantes do solo.

Modo de agio: cresce nas raizes das plantas protegendo contra patogenos.
Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° UFC/g.

Método de aplicagio: tratamento de semente, sistema radicular e solo.
Registro e comercializagio do produto: EUA.
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Empresa produtora: Garden Alive Inc. 5100 Shenley Place. Lawrenceburg, IN, 47025
USA (Root..., 2019).

ROOT PRO

Principio ativo: Trichoderma harzianum Th2.

Doengas e patogenos visados: Pythium spp., Sclerotium rolfsii € Fusarium spp.
Métodos de aplicagio: em mudas e viveiro.

Registro e comercializacio do produto: [srael

Empresa produtora: Agriance, Israel (Agriance, c2014).

ROOTGARD §P

Principio ativo: Trichoderma harzianum isolado 21.

Doengas e patdgenos visados: Rhizoctonia, Pythium, Sclerotium e Fusarium spp. em
milho, trigo, feijdo, batata, tomate, alface, cruciferas, cenoura, cebola e cucurbitaceas.

Modo de agio: coloniza e defende as raizes da planta de ataques de patdgenos radiculares.
Também ajuda na solubilizacio de fosforo, tornando-o disponivel para a planta, acelera a
decomposicio de matéria organica e produz substancias promotoras de crescimento.

Formulagio: po-molhével contendo 2 x 10° conidios/g.

Meétodos de aplicagdo: pode ser usado em gotejamento, em jato, em pulverizagio, mergu-
Ihando o sistema radicular e tratamento de sementes: 25 g/100 L de agua. Via “drench”: aplicar
em bandejas de mudas, canteiros ou hortalicas direcionadas aps o plantio como tratamento
preventivo. Uma nova aplicagio pode ser feita se for considerada necessario. Tratamento de
sementes: 1 g/kg de sementes.

Registro e comercializacio do produto: Quénia e Africa do Sul.

Empresa produtora: Juanco SPS Ltd. Africa do Sul. (Rootgard..., 2019).

ROOTSHIELD WP, ROOTSHIELD GRANULES E ROOTSHIELD AG

Principio ativo: Trichoderma harzianum KRL-AG2 (T-22).

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Thielaviopsis e Cylindrocladium em frutas pequenas e em bagas (amora, mirtilo, groselha,
framboesa, morango, etc.); bulbos (alho, alho-porrd, cebola, ornamentais de bulbo, etc.); citros
(laranja, toranja, limas, etc.); cucurbitaceas (pepino, melo, abobora, etc.); legumes (berinjela,
tomate, pimenta); ervas, especiarias e menta; culturas hidrop6nicas (pepino, tomate, alface,
ervas ¢ especiarias); verduras (rucula, aipo, endivia, alface, couve, etc.); frutas de clima tempe-
rado (pera, marmelo); culturas de viveiro (maple, carvalho, uva, pinus, etc.); flores e plantas
ornamentais; frutas de carogo (damasco, cereja, péssego, ameixa, nectarina); améndoas, nozes,
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castanha, macadimia, pistache, etc; tuberosas (batata, batata doce, inhame, gengibre, etc.). O
produto RootShield Granules também é recomendado para leguminosas (feijdo, soja, lentilha,
ervilha); oleaginosas (algodio, canola, cartamo, girassol); trigo, milho e aspargo. O produto
RootShiel AG também é recomendado para banana, gramado, aspargo, alfafa e ervilhaca.

Modo de agio: parasitismo, antibiose, competigio, solubilizacio de nutrientes inorga-
nicos para a absorcio radicular, inducio de resisténcia e inativacio de enzimas do patogeno
envolvidas no processo de infeccio (Paulitz; Bélanger, 2001).

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma harzianum KRL-AG2
(T-22) ¢ o resultado da fusio de protoplasmas entre os isolados de Trichoderma harzianum
T-95 (que possut competéncia rizosférica) e o isolado T-12. O 1solado T-22 coloniza todo o
sistema radicular e persiste por um longo periodo quando aplicado como tratamento de
semente. Fornece protecio as plantas contra patogenos de solo. O fungo cresce em pH de 4 a
8 e temperatura de 8,9 °C a 36 °C.

Formulagées disponiveis e vida de prateleira: o produto RootShield WP é comercia-
lizado em formulacio po-molhavel contendo 1,15% de Trichoderma harzianum KRL-AG2
(T22) na concentracio de 1 x 107 UFC/g e 98,85% de outros ingredientes. A vida de prateleira
¢ de menos de um més a temperatura acima de 24 °C, de quatro meses quando estocado 21 °C
a 24 °C, de seis meses quando estocado a 4,4 °C e oito meses em temperatura inferior a 0 °C;
o produto RootShield Granules ¢ formulado em granulos contendo 1,15% de Trichoderma
harzianum T-22 na concentracio de 1 x 10" UFC/g e 98,85% de outros ingredientes. A vida de
prateleira € de seis meses quando armazenado entre 10 °C a 25 °C, nove meses de 0 °Ca 10°Cee
12 meses abaixo de 0 °C; o produto RootShield AG contém 1,15% de Trichoderma harzianum
T-22 na concentracio de 1 x 10" UFC/g e 98,85% de outros ingredientes. A vida de prateleira
¢ de oito quando armazenado abaixo de 0 °C, seis meses a 4 °C, quatro meses entre 20 °C a 24
°C e menos de um més quando armazenado acima de 24 °C.

Método de aplicagio: Rootshield WP ¢ um fungicida biologico preventivo para o con-
trole de doencas de plantas. O produto é aplicado em 6rgdo de propagagio ou no solo. Pode
ser aplicado sozinho ¢/ou em conjunto com alguns fungicidas. Nunca deve ser misturado
com benomyl, imazalil, propiconazole, tebuconazole e triflumizole (Rootshield WP, 2018).

Os granulos sio incorporados no solo para protecio de doengas radiculares. O produto
RootShield AG ¢ aplicado em tratamento de semente.

Registro e comercializagio do produto: RootShield WP e RootShield Granules sio
comercializados nos EUA e no Canada. Os produtos sio certificados pela More Profitable
Sustainability - MSP e Ecocert no Canada e pela Organic Materials Review Institute - OMRI
nos Estados Unidos. O produto RootShield AG é comercializado nos EUA.
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Empresa produtora: BioWorks, Inc., 100 Rawson Rd, Suite 205 Victor, New York 14564,
USA (Rootshield..., 2018a, 2018b, 2018c).

SARDAR ECO GREEN

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia, Fusarium, Pythium, Verticillium Alternaria,
Macrophomina, mildios e Botrytis.

Modo de agio: parasitismo, estimulo da germinagio de sementes e crescimento de plan-
tas,

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Meétodos de aplicagio: tratamento de sementes: 5 - 10 g/kg de semente. Aplicagio no
solo: 2,5 kg/ha. Pulverizacio: 2,5 kg/ha.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Gujrat State Fertilizers & Chemicals Ltd. India (Arora et al., 2016;
Sardar..., 2018).

SILANKI

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum) e tomba-
mento (Rhizoctonia solani) em tomate. Controle de Rhizoctonia solani em arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, impedindo o desenvolvimento de fungos
como Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani na cultura do tomate e antagonismo.

Caracteristicas do produto: compete com fungos causadores de doengas radiculares nos
cultivos, pois desenvolve-se primeiro no substrato e ¢ parasita de fungos fitopatogénicos. Pode
ser incluido dentro do manejo integrado de cultivos, assim como na agricultura organica.

Formulagio: po-molhével contendo 1 x 10° conidios/g.

Método de aplicagio: para tratamento de solo a recomendacio é de 400 g/ha, antes ou
no momento da semeadura. Também é recomendado utilizar no sistema de irrigacio: 250 -
300 g/ha. Aplicar o produto duas vezes, com intervalo de 20 dias, no inicio do transplante.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 2900) e Peru (SENASA
PBUA 097).

Empresa produtora: Biocare SR.L. Av. Pedro Rivera, n 530, Barrio Flelg UV, Santa
Cruz de la Sierra, Bolivia. SEFI AS. Av. Republica do Panama, 2577, La Victoria, Limal3, Peru
(Peru, 2019).
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STERNIFAG SP

Principio ativo: Trichoderma harzianum ( BKM F-4099D).

Doengas e patdgenos visados: fungos causadores de podriddes de raizes em trigo e
cevada; Rhizoctonia solani e Alternaria spp. em batata; podriddes de raiz e colo de tomate;
Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, podridio de raiz causada por Fusarium spp. e
podriddes de plantulas em girassol; Helminthosporium spp. e podriddes de raiz do milho;
tombamento de plantulas (Aphanomyces cochlioides, Pythium debaryanum, P ultimum,
Rhizoctonia solani, Phoma betae e Fusarium sp.) em beterraba; podridio de raiz e da haste
causa por Fusarium spp. em soja.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: decompositor de restos culturais
apos a colheita. Em temperaturas acima de 8 °C, a decomposicio dos restos culturais é de
dois meses.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10* UFC/g. Validade do pro-
duto de até dois anos a -30 °C a 30 °C.

Meétodos de aplicagio: aplicacio de 80 g/ha, em calda de 300 L, através da pulverizagio
sobre 0 solo e restos culturais da safra anterior e da pulverizacio do solo, antes da semeadura/
plantio.

Registro e comercializagio do produto: Russia. Certificado de Registro 2118-10-307-
214(434)040:30.

Empresa produtora: ArpobuoTexnonorus - Agrobiotecnologia LLC. 125212,
Moscou, Kronstadt Boulevard, 7, bld.4, Russia (Sternifag..., 2018).

STIMUCONTROL

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum CCT 7589.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

Modo de agio: competicio, parasitismo e estimula o crescimento do sistema radicular
das plantas.

Formulagio: suspensio concentrada (SC) com 1 x 10° UFC/L.

Método de aplicagio: para o controle de Rhizoctonia solani recomenda-se o tratamento
de sementes na dose de 200 - 400 mL/100 kg de sementes, enquanto que para o tratamento
de solo, recomenda-se a aplicacio apds a semeadura com 1,5 - 2,5 L/ha. Para o controle de
Sclerotinia sclerotiorum, recomenda-se o tratamento de sementes (200 - 400 mL/100 kg de se-
mentes) e o tratamento do solo na dose de 1,5 - 2,0 L/ha. Na aplicagdo via solo, recomenda-se
para a cultura da soja duas aplicagdes, uma apos semeadura e a segunda no pré-florescimento,
enquanto que para a alface, recomenda-se de duas a trés aplicacdes (dez dias apds a emergéncia;
logo apds o transplante das mudas; sete dias aps o transplante das mudas).
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Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 22516) e Paraguai (SENAVE
4966).

Empresa produtora: Simbiose Industria e Comércio de Fertilizantes e Insumos Micro-
biologicos Ltda. Rod. BR 158, km 206, Cruz Alta, RS. Brasil (Agrofit, ¢2003; Paraguai, 2019).

T-22-HC

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Cylindrocladium e Thielaviopsis em bulbos (alho, alho-poré, cebola, ornamentais de bulbo,
etc.); cereais (trigo, milho, etc.); cucurbiticeas (pepino, melio, abobora, etc.); legumes
(berinjela, tomate, pimenta); ervas, especiarias e horteld; folhosas (racula, aipo, endivia, alface,
couve, acelga, mostarda, repolho, etc.); leguminosas (feijao, soja, lentilha, ervilha); plantas para
alimentacio animal (alfafa, ervilhaca, etc.); oleaginosas (algodio, canola, cartamo, girassol) e
tuberosas e raizes (batata, batata doce, inhame, gengibre, etc.).

Modo de agio: parasitismo, antibiose, solubilizacio de nutrientes inorgdnicos para a
absorcio radicular, inducio de resisténcia e inativacio de enzimas do patogeno envolvidas
no processo de infecgdo, bloqueia o patogeno de ocupar o espago proximo da raiz (Paulitz;
Belanger, 2001).

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma harzianum T-22 é o
resultado da fusio de protoplasmas entre os isolados de Trichoderma harzianum T-95 (que
possui competéncia rizosférica) e o isolado T-12. (Paulitz; Bélanger, 2001). O antagonista
forma uma barreira protetora no sistema radicular contra patogenos. Cresce melhor em pH
4 a 8. Alimenta-se de nutrientes liberados pela raiz, removendo suprimento para o patgeno.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/g. A vida de
prateleira € de seis meses quando armazenado entre 10 °C a 25 °C, nove meses de 0°C a 10 °C
e 12 meses abaixo de 0 °C (T-22-HC..., 2018).

Método de aplicagio: tratamentos de semente, Orgio de propagagio, durante o trans-
plante e/ou no solo. Pode ser aplicado sozinho e/ou em conjunto com alguns fungicidas.
Néo deve ser misturado com imazalil, propiconazole, tebuconazole e triflumizole (T-22-HC..,
2018).

Registro e comercializagio do produto: E comercializado nos EUA.

Empresa produtora: BioWorks, Inc., 100 Rawson Rd, Suite 205 Victor, New York 14564,
USA (T22-HC.., 2018).
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TRIACTION

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp.
Iycopersici.

Modo de agio: parasitismo

Formulagio: granulado dispersivel contendo, no minimo, 1 x 10 UFC/g.

Meétodo de aplicagio: recomenda-se a aplicagio de 1,0 - 1,5 kg/ha do produto comercial
para ambos os patdgenos. Recomenda-se até duas aplicacdes foliares, sendo em soja no estadio
V2 e V4 e em tomate apos o plantio e na pré-florada ou no surgimento dos primeiros sintomas.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 27718).

Empresa produtora: Koppert do Brasil Holding Ltda. Rod. SP-135, km 17,5, 13420-280.
Piracicaba/SP, Brasil (Agrofit, c2003).

TRIANUM-G, TRIANUM-P, TRIANUM-WG

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Pythium sp., Rhizoctonia sp.,
Fusarium spp., Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Sclerotinia
spp. e Microdochium spp. em gramados, aipo, alface, cenoura, couve, couveflor, pepino,
morango, feijio-verde, meldo, nabo, cebola, alho-francés, pimentio, tomate, alecrim, aneto,
coentro, estragio, funcho de folhas, manjericio, oréganos, salsa e tomilho e plantas ornamen-
tais para a producdo de flor ou folhas e roseira e frutiferas em viveiros de producio de mudas.

Modo de agio: competicio por espago e nutrientes, parasitismo, fortalecimento das
plantas, indugio de resisténcia e absorcio de nutrientes.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: o fungo coloniza as raizes protegen-
do contra Fusarium, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia. Trichoderma harzianum aumenta
a resisténcia da planta ao estresse causado por patdgenos, falta de nutrientes e condicdes
climaticas. Aumenta a absorgio de nutrientes, consequentemente, melhora o desenvolvimento
de raizes e da parte aérea da planta. O fungo cresce em ampla faixa de temperatura (10 a 34
°C)edepH (423).

Formulagées disponiveis e vida de prateleira: TRIANUM-G grinulos contendo 1,5
x 10° conidios/g. TRIANUM-P granulado dispersivel (WG) contendo 1,5 x 10° conidios/g.
TRIANUM WG granulado dispersivel (WG) contendo, no minimo, 1 x 10* UFC/g. Validade
de seis meses.

Meétodos de aplicagio: soja e tomate: recomenda-se a aplicagio de 1,0 - 1,5 kg/ha do
produto Trianum WG. Recomendada duas aplicacdes foliares por meio de pulverizadores
(barra e costal) ou aérea (acronaves agricolas). Pode ser misturado em substrato, dispersio no
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solo ou no sulco proximo das sementes ou raizes. Gramados: aplicar na superficie do solo
molhando: 3 kg/ha na primeira aplicagio e 1,5 kg/ha para as aplicacdes mensais. Aplicar com
temperatura do solo superior a 8 °C. Viveiro ou plantas jovens: aplicar 1,5 g/m de superficie
cultivada (em 2,5-5 litros de mistura final/m segundo o modo de rega). Aplicar imediatamen-
te depois da semeadura ou plantagdo de estacas (enraizadas ou ndo). Nas aplicacdes seguintes
utilizar 0,75 g/m . Substrato de plantio: Aplicar apos o plantio 30 g/1000 plantas ou vasos
(em 100 litros de suspensdo), na primeira aplicacio. Para manter a presenca do antagonista
nas raizes, repetir o tratamento utilizando metade da dose. Se ocorrer transferéncia para vasos
maiores reaplicar a cada 10 semanas para culturas em substrato orgdnico e a cada 4 semanas
para culturas em 13 de rocha. Utilizar 30 g/1.000 plantas. Culturas nio perenes: aplicar apds o
plantio 30 g/1.000 plantas (em 100 litros de suspensdo) para a primeira aplicagio. Repetir as
aplicacdes a cada 10 semanas. Culturas perenes: aplicar 0,3 - 1 g/planta. Repetir se necessario.
Outras formas: aplicar 1 - 2,5 kg/ha no sulco de semeadura. No campo aplicar 2,5 - 5 kg/
ha. Aplicar com temperatura do solo superior a 8 °C C. Arvores - em viveiro: aplicar 1,5 g/
m de superficie cultivada (em 2,5 - 5 litros de suspensio final/m? E indicado para aplicagio
preventiva no sulco de plantio, via pivo central, com barra de pulverizacio, fertirrigacio ou
tratamento de sementes. 1 - 1,5 kg/200 L de calda/ha.

Registro ¢ comercializagio do produto: Beégica; Brasil (Trianum-WG, Mapa 32117);
Dinamarca; Canada (Trianum-P e Trianum-G); Quénia; Africa do Sul; China; Nova Zelindia
e Australia.

Empresa produtora: Koppert B.V. The Netherlands. Veilingweg 14, PO. Box 155. 2651
Berkel en Rodenrijs, Holanda. Koppert Canada Limited. 40 Ironside Cres., Unit 3, Scarbor-
ough, Ontario. Site: www.koppert.can. Koppert do Brasil Holding Ltda. Rod. SP-135, km 17,5,
13420-280. Piracicaba, SP, Brasil (Agrofit, c2003; Trianum..., 2018).

TRICAT

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea, Fusarium, Alternaria, Sclerotinia,
Phytophthora, Rhizoctonia em frutiferas, café, tomate, batata doce, batata, cebola, paprica,
alcachofras, aspargos, alho, viveiros florestais e mudas e sementes de milho.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: suspensdo concentrada contendo 1 x 10* UFC/g.

Meétodo de aplicagdo: para a cultura do café, visando o controle da ferrugem do cafeciro:
1 L/ha. Para a cultura da videira, visando o controle de mofo-cinzento: 2 L/ha. A frequéncia

de aplicacio dependera do nivel de severidade da doenga.
Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 324).
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Empresa produtora: Agroindustrial Lisa. Via La Falca. Lote 04, Sector Pago de Noco,
Toma La Huaca Lote 04, Urb. La Falca Grocio Prado Chincha, ICA, Peru (Peru, 2019; Tricat...,
2017).

TRICHO D

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae,
Phytophthora cinnamomi, causadores de murcha vascular e podridio radicular e de tronco.
Controle do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) do crisantemo, murcha de Ceratocystis
(Ceratocystis fimbriata) do cafeciro e podridio de raiz causada por Rhizoctonia solani em
arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagdo: nas culturas da alcachofra e cebola para o controle de Fusarium oxys-
porum: 300 g/ha. Aplicar na cebola apés a semeadura e na alcachofra apds o transplantio das
mudas. Em abacate para o controle de podridio radicular do tronco: 600 g/ha. Aplicar duas a trés
vezes durante o desenvolvimento das raizes, dependendo da severidade da doenga. Cultura anuais:
aplicar por aspersio em solo umido ou em sistema de irrigacio na présemeadura ou na semeadura
ou pos-semeadura, repetir a aplicagio na quarta semana. Culturas perenes - Aplicar por aspersio
10 solo umido ou em sistema de irrigagio na pré-semeadura ou na semeadura e a cada 16 semanas
depois da fertilizaio; tambem apds a poda e colheita. Tratamento de sementes: 1g/kg de semente.
Para as demais culturas utilizar a dosagem de 300 g/ha ou de 3 g/canteiro de 30 m?

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 036) e Colémbia (ICA
4573).

Empresa produtora: Orius Biotecnologia Ltda. Cra 23, 5 - 86, Barrio La Albonada,
Villavivencio, Meta, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOD WP

Principio ativo: Trichoderma harzianum OBThS5.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium, Botrytis, Sclerotium,
Rosellinia, Pythium, Armilaria, Alternaria e outros em flores, hortaligas, fruteiras e graos.

Modo de agio: inibe o desenvolvimento e crescimento de patdgenos no solo por parasi-
tismo e antibiose; cresce rapidamente e coloniza o solo apds a aplicacio, protegendo as raizes
das plantas e competindo por espaco com os patogenos.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: isolado depositado em colegio de
cultura internacional sob a referéncia ATCC 20847.
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Formulagio: po-molhavel contendo 10° conidios/g.

Método de aplicagio: o produto pode ser aplicado no solo, pulverizado na planta ou
em tratamento de semente.

Registro e comercializagio do produto: Colombia, Equador, Panama, Peru, Costa
Rica e Chile. Possui certificado para uso na agricultura orgnica: CE, USDA/NOP e JASP.

Empresa produtora: Orius Biotecnologia, Colombia (Trichod..., 2017).

TRICHO-D WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: mofo-cinzento (Botrytis cinerea) em uva.

Modo de agio: antibiose, competi¢io e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios/mL.

Meétodo de aplicagio: foliar desde a floracio, utilizando a dosagem de 300 g/ha, repetir
a cada 25 dias. Maximo de cinco aplicagdes por temporada, dependendo do dossel da planta.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2594), Colombia (ICA 4573),
Equador (Agrocalidad 327-F-AGR), Panama (Mida 2636), Peru (Senasa PBUA 036) e Costa
Rica (MAG 6117).

Empresa produtora: Orbiotec SA. - Carrera 23, 5-86, Villavicencio, Departamento de
Meta, Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Peru, 2019).

TRICHODERAMA SUSPENSION

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: mofo-cinzento e podriddes do colo e das raizes causados por
Botrytis cinerea e Phytophthora cactorum em uva, mirtilo, morango, framboesa, maga e cereja.

Modo de agio: competido, antibiose e parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10° conidios/mL.

Meétodo de aplicagio: dosagem de 100 - 200 mL/100 L de agua, aplicar uma vez em cada
um dos seguintes estadios fenologicos: flor, 4 - 5 mm, racimo; fruto e pré-colheita. Aplicar
no inicio da manhi ou no final da tarde, evitar radiacio ultravioleta intensa. A menor dose
se aplica como preventivo, a dose maior logo apds de eventos com alta umidade. A dosagem
de 100 - 200 mL/100 L de agua, pulverizacio foliar no inicio da floracio, até a formacio dos
frutos. Aplicar a cada 15 - 20 dias segundo a pressio da doenga. Nio tem nimero maximo de
aplicagdes recomendado. A menor dose se aplica como preventivo, a dose maior logo ap0s
eventos com alta umidade ou dano inicial na plantacio. A dosagem de 100 - 200 mL/100 L
de agua, aplicacio na brotagio e pos-colheita através de irrigagio ou pulverizacio do solo.
A menor dose se aplica como preventivo e a maior logo apos de eventos com alta umidade.
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Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2719).
Empresa produtora: Itas S.A. Carretera Gral. San Martin Km. 15.5 Colina, Chile (Tri-
choderma-Suspension..., 2014).

TRICHODERMA HARZIANUM

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22.

Doengas e patogenos visados: doengas radiculares causadas por Pythium, Fusarium,
Rhizoctonia, Thielaviopsis, Cylindrocladium e problemas causados por cultivo continuo. O
produto pode ser aplicado em tomate, pepino, pimentio, aipo, cominho, espinafre, melancia,
morango, mirtilo, zimbro de dragdo, planta cultivadas em viveiros, ginseng, fritilaria, plantas
fitoterapicas, cravo, lirio e orquidea.

Modo de agio: competigio, parasitismo, antibiose e indugio de resisténcia. Regulagio
do crescimento vegetal: Trichoderma harzianum tem uma relacio simbiotica com a planta,
fornece nutrigio e ambiente favoravel ao crescimento do deste fungo que como consequéncia
auxilia no crescimento das raizes das plantas, facilitando o crescimento das plantas e aumento
do rendimento das culturas.

Formulagio: po-molhavel contendo 3 x 10° UFC/g.

Métodos de aplicagio: irrigacio na raiz durante o transplante e apos o transplante
realizar irrigagio na base da planta, via “drench” em sementeiras, cortar a raiz mergulhando
ou mergulhando direto no po seco, misturar com o solo.

Registro e comercializagio do produto: China.

Empresa produtora: Beijing Coway BioWorks Biotech Co., Ltd. China (Chinabioworks...,
2018).

TRICHODERMA PASTA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: podridio do tronco causada por Phytophthora cactorum
e Botrytis nas culturas de magd, uva, mirtilo, pera, cereja, péssego, ameixa e quivi.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10° conidios/mL.

Método de aplicagio: magi: 25 - 50 g/arvore. Aplicar uma vez na primavera e uma no
outono, na base da arvore. Dose mais alta para aplicacdes em arvores com maior didmetro e/
ou maior dano de tecido. Frutas: 1,5 - 5 g/planta. Aplicar imediatamente apos a poda. Dose
maior em didmetros superiores de poda.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2718).

Empresa produtora: Itas S.A. Carretera Gral. San Martin Km 15,5 Colina, Chile (Tri-
choderma-Pasta..., 2014).
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TRICHODERMIL DS

Principio ativo: Trichoderma harzianum (T-22).

Doengas e patogenos visados: Macrophomina phaseolina e Pratylenchus brachyurus.

Formulagio: granulado dispersivel contendo, no minimo, 1 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: tratamento de sementes na dose de 200 - 300 g de produto comer-
clal para 100 kg de sementes.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 27618).

Empresa produtora: Koppert do Brasil Holding Ltda. Rod. SP-135, km 17,5, 13420-280.
Piracicaba, SP, Brasil (Agrofit, ¢2003).

TRICHODERMIL SC

Principio ativo: Trichoderma harzianum ESALQ-1306.

Doengas e patdgenos visados: Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum e Pratylenchus zeae.

Modo de agio: competigio, parasitismo e metabolitos produzidos pelo Trichoderma
harzianum 1306 (protease, lipase, glucanase e quitinase) que promovem degradacio da parede
celular de fungos e nematoides no solo.

Formulagio: suspensio concentrada contendo, no minimo, 2 x 10° conidios viaveis/mL.

Método de aplicagio: para a cultura do fejjdo, recomendase 800 - 1000 mL/ha
pulverizados no sulco de plantio junto com a semeadura, para o controle de E solani f. sp.
phaseoli e Rhizoctonia solani. Para a cultura do morango, recomenda-se 1 L/ha em aplicagio
foliar (2 - 7 aplicagdes em intervalos de 20 a 50 dias a partir do transplante) para o controle de
Rhizoctonia solani. Recomendada duas pulverizagdes (V3 e V5), com dose de 500 - 1000 mL/
ha, para o controle de Sclerotinia sclerotiorum na cultura da soja. No controle de Pratylenchus
zeae recomenda-se a aplicacio no sulco de plantio (I L/ha) na cultura da cana-de-atcar.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 002007) e Paraguai (SENAVE
1916).

Empresa produtora: Koppert do Brasil Holding Ltda. Rodovia SP-135, km 17,5, 13420-
280. Piracicaba/SP, Brasil (Agrofit, c2003; Paraguai, 2019).

TRICHODERMUS

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solan, em arroz.
Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo

Formulagio: po-molhavel contendo 9 x 10° conidios vidveis/g.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 5315).
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Empresa produtora: Biologicos y Ecologicos de Colombia Ltda. Av Pepe Sierra 54-90 Of
302 Bogota, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOFLOW

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Indicagdo: inoculante para promogio de crescimento.

Modo de agio: estimula o crescimento das raizes e aumenta a assimilacio e a utilizagio
de micronutrientes, aumenta a resisténcia a condicdes adversas.

Formulagio: po-molhavel (WP) contendo 1 x 10° UFC/g.

Métodos de aplicacdo: aplicar 250 /100 L. Irrigar o substrato dos vasos ou bandejas.
Garantir uma boa mistura e agitagio para evitar o assentamento de particulas. Aplicar antes
de semear e aplicar mensalmente. Usar 250 mL/bandeja por aplicacio.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelandia. Certified Bioagro New Zeland-
Inputs for Organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Trichoflow..., 2015).

TRICHOHAR WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea em ervilha e videira.

Modo de agio: competicio e antagonismo.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1 x 10° conidios/g.

Meétodo de aplicagio: ervilha: 500 g/200 L. Uva: 2 kg/ha. Realizar uma a duas aplicacdes
durante a safra, na floragio ou frutificacio.

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 392) (Peru, 2019).

Empresa produtora: Biocare S.R.L. Av. Pedro Rivera, 530, Barrio Flelg UV, Santa Cruz de
la Sierra, Bolivia. Comercial Andina Industrial SAC (Peru, 2019; Trichohar..., 2019).

TRICHOFUS WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), murcha de Fu-
sarium (Fusarium oxysporum) e podridio de raiz causada por Rhizoctonia solani em cravo.

Modo de agdo: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° conidios vidveis/g.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 7055).
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Empresa produtora: Saanitex S.A.S. Cr. 11 82 01 Piso 5, Bogota, Colombia (Instituto
Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOLLANOS WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz
e Soja.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 5870).

Empresa produtora: Laboratorio Biologico La Avispita. Carretera 33 17 A-29, Villavicen-
cio - Departamento Meta, Colémbia. Acesso em: 26 fev. 2019 (Instituto Colombiano Agro-
pecuario, 2018).

TRICHOPEL

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Indicagio: utilizado para propagagio de mudas, aplicacio em vasos, bulbos e turbérculos.

Modo de agio: inoculante para promogio de crescimento.

Formulago: grinulos contendo 10° UFC/g.

Métodos de aplicagio: producio de mudas: deve ser distribuido uniformemente 5 - 10
g/bandeja na camada da zona da raiz. Vasos: aplicar 3 - 5 g/planta diretamente nas raizes.
Bulbos e tubérculos: 50 g/m* como uma camada uniforme abaixo dos tubérculos no plantio.
Campo: 10 - 30 kg/ha diretamente no sulco de semeadura. Covas de plantio colocar o produto
na parte inferior da cova de plantio. Videiras: 1 - 5 g/planta jovem e 5 - 10 g/planta adulta.
Arbustos aplicar 10- 20 g/planta. Arvores: 50 g/planta. Arvores e videiras estabelecidas: aplicar
10 solo ao redor das raizes da base da planta e até a 50 cm do tronco. Cobrir o produto apds
a aplicacio com solo ou palha,

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelandia. Certified Bioagro New Zeland-
Inputs for Organics 3515.

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Trichopel..., 2015).
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TRICHOPLUS JCO GRAFITE

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum UFT 201,

Indicagio: promogio de crescimento de feijio e soja.

Modo de agio: promogio de crescimento, solubilizacio de fosfatos e decomposicio de
materia organica.

Formulagio: composto organico. Contém conidios, hifas e clamidosporos.

Registro e comercializagio do produto: Brasil

Empresa produtora: JCO Industria e Comércio de Fertilizantes. BR 242/020 - 830 Km
802. Barreiras, BA. Brasil (Trichoplus..., 2019).

TRICHOR

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum, Oidium spp. e Colletotrichum
gloeosporioides em abacate, citros, rosa, crisintemo, gladiolo, tulipa, cravo, morango, fram-
boesa, groselha, tomate, batata, entre outras.

Formulagio: suspensio concentrada a 1%.

Método de aplicagio: aplicar na base da planta em intervalos de 20 dias. Iniciar as apli-
cagdes cinco dias apds o transplante. Também pode aplicar via sistema de irrigagio.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificagio da OMRI-CERES.

Empresa produtora: Bio Loga S.A. de C.V. Calle sin nombre s/n. Chilchota, Michoacan
59799, México (Trichor..., 2019).

TRICHOSAV-34

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: fitopatogenos habitantes do solo como Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum, Phytophthora parasitica, Phytophthora
capsici e Sclerotium rolfsii em diversas culturas.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: grios de arroz com estruturas do fungo.

Método de aplicagio: tratamento de sementes, do substrato e plantulas. Pulverizacio
foliar.

Registro e comercializagio do produto: Cuba.

Empresa produtora: Centros de Reproduccion de Medios Bioldgicos. INISAV. Havana,
Cuba (Bettiol et al., 2012; Fraceto et al., 2018; Woo et al., 2014).
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TRICHOSIL 50 WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum AP0O1.

Doengas e patdgenos visados: Phytophthora capsici, causador de tombamento da pi-
menta.

Modo de agio: antibiose, antagonismo, parasitismo e competicio.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 2 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: para a cultura da pimenta: 8 kg/ha para aplicacio foliar. Repetir a
aplicacdo depois de 7 a 10 dias. Aplicacio no transplantio das mudas: 50 g/5 L gua. Aplicagio
foliar e dirigida ao solo: 200 g/ha. Tratamento de substrato: 200 g/m’.

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 179).

Empresa produtora: Silvestre Peru S.A.C. Calle Arica 242 Miraflores. Lima 18, Peru
(Peru, 2019; Trichosil..., 2019).

TRICHOSOIL

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Botrytis spp., Sclerotinia spp., Pythium spp., Fusarium
spp., Rhizoctonia spp. e Sclerotium causadores de tombamento em mudas de hortalicas, espé-
cles florestais e ornamentais.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 5 x 10° UFC/g.

Método de aplicagio: substratos: a dose de aplicacio é de 2 kg/m’. Efetuar a mistura
umedecendo o substrato, se for necessario. Cobrir com plastico ou lona para incubar e pro-
mover a germinagdo dos conidios e desenvolvimento de micélio de Trichoderma. Misturar
diariamente durante 3 a 5 dias, dependendo da temperatura ambiente. Encher as bandejas ou
tubetes e semear. Ndo sdo necessarias aplicagdes futuras durante a fase de viveiro. Dependendo
da infestacio de patogenos no solo, pode ser requerida ou nio aplicacio logo apds o trans-
plante. Canteiros em solo desinfestado por solarizacio ou outro método: a dosagem de 1 -2
g/m’ para equilibrar o vacuo biologico logo apos a desinfestacdo. Preparar uma suspensio e
aplicar via sistema de irrigagio com abundante quantidade de dgua que permita a penetracio
do produto no perfil do solo tratado. Aguardar 3 a 5 dias antes da semeadura. Canteiros em
solo sem desinfestagio: no momento do transplante realizar irrigagio na dosagem de 2 g/
m’ com agua em abundincia no colo das mudas transplantadas. Podese complementar esta
aplicagio com um fungicida compativel. De acordo com o resultado do monitoramento da
populacio de patogenos, das condigdes ambientais e do cultivo em questdo, podera realizar
aplicagdes sequenciais de forma alternada com os tratamentos quimicos. Campo: para o con-
trole de Sclerotium rolfsii em cultivo de alho a campo, a dose de aplicacio ¢ de 10 kg/ha,
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distribuidos em 3 a 4 aplicagdes, comegando no final do inverno até 10 dias antes da colheita.
Se 0 campo também estiver infestado com Sclerotium cepivorum a aplicagio deve ser iniciada
antes. Quando a area apresentar alta infestagdo com esclerddios e historico de ocorréncia de
mofo-branco, deve-se duplicar a dose.

Registro e comercializagio do produto: Uruguai (MGAP 3087).

Empresa produtora: Lage y Cia S.A. Cno. Carrasco 6948 - 11500, Montevidéu, Uruguai
(Trichosoil, 2014).

TRICHOX WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum . sp. dianthi)
em cravo e tombamento, causada por Rhizoctonia solani, em arroz.

Modo de agio: competi¢io por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: aplicar por aspersio, no momento da semeadura ou nos primeiros
15 dias depois de germinada a semente. Recomenda-se aplicar 200 - 400 g/ha. Em canteiros
recomenda-se aplicar 05 - 0,9 g/m? aplicar a cada sete dias.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 9121).

Empresa produtora: Semillas Valle S.A. Carrera 34 n 14-156 Acopi, Yumbo, Colémbia
(Instituto Colombiano Agropecudrio, 2013).

TRICHOSYM

Principio ativo: Trichoderma harzianum T78.

Doengas e patogenos visados: Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Pythium sp.

Modo de agio: competigio, parasitismo, antibiose e indugdo de resisténcia

Formulagio: concentrado soltvel contendo 5 x 10" UFC/L.

Métodos de aplicagdo: em campo ou estufas: 3 L/ha em duas aplicagdes (1* aplicacio:
2 L apos 15 dias do transplante, 2* aplicagdo: 1 L apos 30 dias da primeira aplicacio). Nio
misturar com outros produtos no tanque de tratamento. Em viveiros: 100 ml/m’ de substrato.

Registro e comercializagio do produto: Marrocos.

Empresa produtora: Eléphant Vert Maroc AS, Marrocos (Trichosym, 2018).

TRICOMAC

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Formulagio: concentrado emulsionavel (EC) contendo 1,5 x 10° UFC/g.
Registro e comercializagio do produto: Paraguai (SENAVE 5478).
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Empresa produtora: Macc SRI Agricultura de Precision. Fundacion Proinpa. Av. Mene-
zes, s/n° km 04 (Zona el Paso), Cochabamba, Bolivia (Paraguai, 2019).

TRICONE V

Principio ativo: Trichoderma harzianum.

Doengas e patogenos visados: Pythium sp., Ganoderma sp., Rhizoctonia solani,
Fusarium sp.; nematoides parasitas de plantas, nematoide da bananeira (Radopholus similis,
Tylenchulus semipenetrans, Rotylenchulus reniformis).

Modo de agio: competicio e antibiose.

Formulagio: po-molhavel enriquecido com nem.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 40 g/100 ml de agua/kg de semente.
Tratamento da raiz: 50 g/L de agua e mergulha as raizes das plantas antes do transplante.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Neuscire Biolab. India (Tricone..., 2019).

TRICOTOP PLUS

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum.

Efeitos e Alvos: promotor de crescimento de hortaligas, soja e frutas.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: promotor de crescimento radicular,
secreta horm6nios que promovem o desenvolvimento e sanidade das raizes, aumenta o volu-
me radicular e melhora a absorgio de nutrientes e agua.

Formulagio: concentrado emulsionavel.

Meétodo de aplicagio: tratamento de sementes de soja: 250 mL/500 kg sementes. Para tra-
tamento de sulco de plantio: em hortalicas 40 - 100 mL/ha e em frutas utilizar 80 - 150 mL/ha.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 3577).

Empresa produtora: Fundacion Proinpa - Av. Menezes, S/N°, Km 04, Cochabamba,
Bolivia.

TRIHOTCIN SP

Principio ativo: Trichoderma harzianum 30 BU3P.

Doengas e patdgenos visados: podrides radiculares em trigo, centeio e cevada;
Erysiphe graminis f. sp. tritici e Septoria spp. em trigo; Fusarium spp., Septoria glycines e
Ascochyta sojaecola em soja; Alternaria spp., Erysiphe cruciferarum, Olpidium brassicae e
podridio do colo (Pythium debaryanum e Rhizoctonia aderholdii) em colza; tombamento de
plantulas (Aphanomyces cochlioides, Pythium debaryanum, Pythium ultimum, Rhizoctonia
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solani, Phoma betae ¢ Fusarium sp.) em beterraba; Rhizoctonia solani, Phytophthora infestans
¢ Alternaria spp. em batata; Alternaria spp. em cenoura; podridio do colo em repolho;
podriddes de raiz e colo de hortalicas; podridio radicular e murcha de Fusarium sp. em flores
e Alternaria vitis em videira.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: aumenta o rendimento das culturas
e também o teor de aclicar e vitamina de frutas.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10" UFC/g. Validade de 2 anos
quando armazenado em temperatura de -30 a 30 °C.

Métodos de aplicagio: para o controle de podriddes radiculares em trigo, centeio
e cevada, recomenda-se o tratamento de sementes (20 g /tonelada de sementes). Pul-
verizagbes de 30 - 40 g/ha nos periodos de perfilhamento e floracio para o controle
de Erysiphe graminis f. sp. tritici e Septoria sp. em trigo, Septoria secalis em centeio,
Drechslera teres em cevada. Para as culturas da soja e colza: recomenda-se o tratamento
de sementes com 20 - 30 g/tonelada de sementes, alem de duas pulverizagdes com 20 - 40
g/ha, durante o crescimento da planta. Em beterraba: recomenda-se a aplicacdo de 40
g/ha antes ou quando realizar a semeadura. Na cultura da batata: recomenda-se tratar
os tubérculos com 20 g/tonelada de tubérculo e pulverizar as plantas em crescimento
em duas aplicacdes com 50-80 g/ha. Na cultura da cenoura: pulverizar do solo antes da
semeadura ou quando realizar a semeadura, na dose de 50 g/ha, além de uma pulveriza-
¢do durante o crescimento da planta. Em repolho, hortalicas e flores: aplicar no solo 30
g/500 m” ao transplantar as mudas (calda de 50 L). Em videira: recomenda-se a aplicacio
de 80 g/ha (1200 - 1500 L de calda), sendo realizada até cinco aplicacdes, durante o
crescimento da planta.

Registro e comercializagio do produto: Russia. Registro n° 139-02-96-1.

Empresa produtora: ArpoBuoTexuonorus - Agrobiotecnologia LLC. 125212,
Moscou, Kronstadt Boulevard, 7, bld.4 (Trihotcin..., 2018).

TRI-CURE WP

Principio ativo: Trichoderma harzianum MIT04.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia, Fusarium e Pythium em varias culturas.

Modo de agio: estimula o crescimento das plantas em condigdes de solo infectado.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° conidios/g. Preferen-
cialmente estocado entre 5 a 20 °C.

Métodos de aplicagio: diluir 25 g/100 L de agua. Primeiro misturar a quantidade ne-
cessaria do produto em pequena quantidade de agua. Uma vez formada uma pasta fina, a
agua restante pode ser adicionada. Via “drench” aplicar em bandejas de mudas, canteiros ou
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hortalicas diretamente apds o plantio como tratamento preventivo. Uma nova aplicacio pode
ser realizada se for considerada necessaria. Tratamento de sementes: 1 g/1kg de sementes.
Registro e comercializacio do produto: Africa do Sul (L 8295).
Empresa produtora: MBFL Africa do Sul (Tricure..., 2016).

TRIXOCZIN SP

Principio ativo: Trichoderma harzianum 30 BU3P.

Doengas e patogenos visados: fitopatdgenos causadotres de podridio radicular em
flores e de podriddes de raiz e colo em pepino e tomate.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10* UFC/g. Validade de até
dois de -30 a 30 °C.

Métodos de aplicagio: para mudas de flores é recomendada a aplicacio de 6 g/100 m?,
aplicando 23 L de calda/m? E recomendado aplicar no solo 1 a 3 dias antes do transplante
e 3 a7 dias apos o transplante. Para tomate é recomendado a aplicacio de 6 g/10 L de calda,
sendo aplicado 10 L/100 m* diretamente no solo 1 a 3 dias antes do transplante. Apos 3 a 7
dias do transplante, ¢ recomendado a aplicacio de 100 - 150 mL de calda/planta.

Registro e comercializagio do produto: Russia.

Empresa produtora: ArpobuoTexnonorus - Agrobiotecnologia LLC. 125212,
Moscou, Kronstadt Boulevard, 7, bld 4, Rssia (Trixoczin..., 2018).

TRYCHONYD FR 25

Principio ativo: Trichoderma harzianum CCT6550.

Doengas e patogenos visados: Sclerotinia sclerotiorum.

Formulagio: formulacio gel emulsionavel contendo 1,1 x 10 UFC/cm? (200 mL/L).

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 3919).

Empresa produtora: TZ Biotech Ltda. Av. Dra Nadir Aguiar, 1805, 14056.680 Ribeirio
Preto, SP, Brasil (Agrofit, c2003).

Trichoderma koningiopsis

DIAMOND

Principio ativo: Trichoderma koningiopsis IBCB 56/12.

Doengas e patogenos visados: nematoides Meloidogyne incognita, Pratylenchus
brachyurus e Heterodera glycines.

Formulagio e vida de prateleira: granulado dispersivel com 3 x 10° UFC/g. Validade de
trés meses a temperarura de 21 a 25 °C.
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Método de aplicagio: tratamento de sementes: 1,5 a 2,0 g/kg de sementes.

Registro e comercializacio do produto: Brasil (Mapa 20518).

Empresa produtora: Laboratorio de Biocontrole Farroupilha Ltda. Av. Julia Fernandes
Caixeta, 555, 38706-420. Patos de Minas, MG, Brasil (Agrofit, c2003).

TRICOTEC

Ingrediente ativo: Trichoderma koningiopsis.

Doengas e patogenos visados: murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum) e
tombamento (Rhizoctonia solani) do tomateiro; mofo branco (Sclerotinia minor, Sclerotinia
sclerotiorum) da alface e tombamento (Rhizoctonia solani) do arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: Devido ao seu modo de acio, o produto deve ser aplicado pre-
ventivamente antes que a infecgio ocorra. O produto pode ser aplicado através das linhas
de gotejamento, bem como por imersio do material de plantio. Aplicagio por gotejamento:
125 g/ha, misturado em 100 L de agua. A agitacio da mistura deve continuar durante todo o
periodo de aplicagio para assegurar a distribuicio uniforme. Aplicacio via “drench™ 125 g/ha
em agua para cobrir a area alvo. Aplicagio por imersio: € recomendado como uma aplicacio
pré-transplante para plntulas ou estacas enraizadas. Coloca-los em caixas de plastico perfura-
das e mergulhe-os em uma suspensio do produto.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 10150).

Empresa produtora: Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOI-
CA) Km 14 Via Mosqueram, Bogota, Colombia (Instituto Colombiano Agropecuério, 2018).

Trichoderma lignorum

MYCOBAC WP

Ingrediente ativo: Trichoderma lignorum.

Doengas e patogenos visados: murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) em cravo e tomate e tombamento (Rhizoctonia solani)
em arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 2 x 107 conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: pode ser aplicado no solo, dirigido ao rizoma fazendo um co-
brimento do solo ao redor. Iniciar as aplicacdes apos o transplante com reaplicacdes a cada
semana em época chuvosa e a cada 15 dias em época seca. Dosagem 4 a 8 g/ 4L agua/m’.
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Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 3853).
Empresa produtora: Laverlam S.A. Carrera 5 n 47-165, Cali, Valle del Cauca, Colombia
(Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOBIOL WP

Ingrediente ativo: Trichoderma lignorum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: recomenda misturar com agua com pH entre 5 e 7, sugere o uso
de corretor se necessario, adicionando primeiro o corretor a agua, logo depois o produto.
Aplicar 1-2 g/L de agua.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 5397).

Empresa produtora: Arturo Orlando Mora Jaramillo - Biocontrol - Av Pepe Sierra 54-90
Of 302, Bogota, Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOGEN WP

Ingrediente ativo: Trichoderma lignorum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani em arroz.

Modo de agio: antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 4747).

Empresa produtora: Yaser S.A.S. Cra 2N N° 21-80 B/ El Piloto, Cali, Colombia. http://
yasersas.com/producto/trichogen-wp/. Acesso em: 1 mar. 2019. Orbiotec S.A. - Carrera 23, N°
5-86, Villavicencio, Departamento de Meta, Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario,
2018).

Trichoderma virens

PHC ROOTMATE

Principio ativo: Trichoderma virens G-14.

Doengas e patogenos visados: Phytophthora spp.

Caracteristicas do agente de controle biologico: Trichoderma virens é patenteado
pela US Patent n° 5.165.928, Universidade de Cornell para o controle de Phytophthora spp.

Formulagio e vida de prateleira: contém 6 x 10° UFC/g. O ideal é em temperaturas
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inferiores a 20 °C. Quando armazenado em baixas temperaturas, a viabilidade podera se es-
tender para 24 meses.

Método de aplicagio: aplicar por imersio das mudas ou pelo sistema de irrigagio dire-
cionado para a zona radicular da planta.

Registro e comercializagio do produto: RootMate ¢ marca registrada pela BioWork
In, Nova York, a qual comercializa o produto nos EUA. No México a distribuigio é realizada
exclusivamente pela Health Care de México, S. de R.L. de C.V.

Empresa produtora: Plant Health Care de México, S. de R.L. de C.V. Av. Ceylan 959,
Bodega 26. Col. Industrial Vallejo. Cidade do México, México 02300. BioWorks, Inc., 100
Rawson Rd, Suite 205 Victor, New York 14564 (PHC, 2018).

SOILGARD 12 G

Principio ativo: Trichoderma virens (anteriormente Gliocladium virens GL-21).

Doengas e patogenos visados: tombamento e podriddes radiculares, causadas por
Rhizoctonia solani, Pythium e Fusarium, em diversas culturas (cucurbiticeas, ornamentas,
alface, espinafre, etc.).

Modo de agio: antibiose, produz metabolitos toxicos como gliovirina e a gliotoxina;
parasitismo e competi¢io.

Caracteristicas do agente de controle biolégico: é encontrado naturalmente em dife-
rentes solos dos EUA e atua protegendo as plantas de patogenos veiculados pelo solo. Com-
pativel com manejo integrado. Amplo espectro de controle de patogenos habitantes do solo
(SoilGard..., 2019).

Formulagio e vida de prateleira: granulado contendo 1 x 10°UFC/g. A vida de prate-
leira & de 12 meses quando estocado em temperatura ambiente.

Meétodo de aplicagdo: incorporagio a0 solo ou em substratos antes da semeadura, em
casa-de-vegetagdo, viveiros e jardins em cultivos convencionais ou organicos. O produto deve
ser misturado em agua antes da aplicacio.

Registro e comercializagio do produto: EUA e México. Possui certificado da OMRL

Empresa produtora: Certis USA. LL.C., 9145 Guilford Road, Suite 175, Columbia,
MD 21046, EUA. Certis Agro Mexico, S. de R.L. de C.V. Bosque de ciruelos 180 PP 101 Col.
Bosque de las Lomas. 11700, Miguel Hidalgo, México (SoilGard..., 2019).
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Trichoderma viride

AGRIGOLD TRICHOGOLD

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: podridio da raiz e do caule causada por Phytophthora,
Sclerotinia, Rhizoctonia, murchas causadas por Fusarium e Verticillium, manchas causadas
por Alternaria, Ascochyta, Cercospora, Macrophomina, Myrothecium, Ramularia, mildio e
oidio, ferrugem branca e doencas fingicas de algoddo, leguminosas, legumes, oleaginosas,
fruteiras e floricultura.

Modo de agio: antagonismo e promogio de crescimento.

Formulagées disponiveis: liquida e pé-molhavel.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Agrigold Organics Private Ltd. India (Trichogold..., 2019).

ANKOOR

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Patogenos habitantes do solo em culturas como soja, mi-
lho, arroz, trigo, grama, ervilha, amendoim, girassol, tomate, batata, couve-flor, pimenta etc.
Controla murcha, podridio de raiz, podriddo de talo, podriddo de colo, podridio de carvio,
podridio de fruta e Phytophthora spp.

Meétodos de aplicagdo: po-molhavel na concentragio de 1%.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Tender Sips. India (Ankoor..., 2019).

ANTAGON

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Pythium spp., Macrophomina
phaseolina e Sclerotinia spp.

Modo de agio: promogio do crescimento de plantas e barreira protetora natural em
torno das raizes.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10" UFC/g. Vida de pra-
teleira: 6 meses.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 6 g/kg de sementes. Tratamento de solo:
1 kg/15 kg de esterco e distribuir ao solo. Nao deve ser misturado com inseticida e fungicida
quimicos. E recomendado para cana-de-acticar, algoddo, banana, amendoim, pimentas, café,
cha, flores, hortalicas, etc.
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Registro e comercializagio do produto: india.
Empresa produtora: Omega Ecotech Products India PVT-Ltd. 10, 5th Cross, Bharathi
Nagar, Ganapathy, Coimbatore-641006, India (Antagon..., 2019).

ASTHA TV

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podriddes do colo e do rizoma.

Modo de agio: competicio.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 107 UFC/g. Vida de pra-
teleira: 6 meses.

Métodos de aplicagio: misturar o produto com o composto vermiculita e espalhar no
solo.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Lila Agrotech. fndia (Astha..., 2019).

BIO CURE-F

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Pythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis
cinerea, Sclerotium rolfsii e Sclerotinia homoeocarpa causando podriddo radicular, murcha de
raiz, podridio de plantulas e outras podriddes em cereais, plantas ornamentais, lentilha, feijio,
ervilha, arroz, tomate, pepino, batata, citros, meldo, abacaxi, rosas, cravo, girassol, canola,
amendoim, algodao, sisal, fumo, cana-de-actcar, chd, café, grama, turfa pastagens e campo de
golfe entre outras.

Modo de agio: competicio, parasitismo e antibiose.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: compatibilidade com mancozeb 75%
WP, carbendazim 50% WP e cloreto de cobre 88%. Pode ser misturado no tanque com esses
produtos.

Formulagées disponiveis e vida de prateleira: liquida contendo 1 x 10° UFC/ml e em
po-molhavel contendo 2 x 10°UFC/g. Vida de prateleira: 1 ano.

Meétodos de aplicagio: casa de vegetagio ou via “drench”: suspender o produto em uma
quantidade suficiente de agua (1000 mL ou 2000 g/100 L) para obter uma aplicacio uniforme.
Para bulbos e plantas ornamentais: mergulhar os bulbos ou as mudas das plantas em uma sus-
pensio contendo 10 mL ou 20 g/L antes do plantio. Tratamento de sementes: 6 mL ou 8 g/kg
de sementes. Tratamento de mudas: 10 ml ou 20 g/L de agua - mergulhar as raizes das mudas
na suspensio por 30 min antes do plantio. Aplicagio no solo: misturar 3 L ou 4 kg/ha com
1.000 kg de fertilizante orginico ou qualquer outro material orgnico misturar bem e aplicar
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uniformemente. No caso de alta infestacio, varias aplicacdes sio recomendadas. Misturar nos
substratos de plantio ou aplicar no solo. Imersio de bulbos em suspensio na concentragio de
10 mL ou 20 g/L de agua antes do plantio. Tratamento de sementes, tratamento de mudas, no
sistema de gotejamento e aplicagio de solo.

Registro e comercializagio do produto: {ndia, Unido Europeia e USA (com certificagio
OMRI),

Empresa produtora: T, Stanes & Company Ltd. India (Bio-Cure..., 2019).

BIODERMA H

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Sclerotinia, Rhizoctonia, Fusarium, Verticillium e
manchas causadas por Alternaria, Ascochyta, Cercospora, Macrophomina, Myrothecium,
Ramularia, mildio e oidio.

Modo de agio: competicio, parasitismo, desintegracio de hifas de patogenos por enzi-
mas. Os metabolitos produzidos também estimulam a germinacio de sementes, o crescimento
de raizes e plantas.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. A vida atil do
produto ¢ de um ano, quando armazenado em local fresco e seco, longe da luz solar direta e
calor em salas ventiladas.

Métodos de aplicagio: tratamento das sementes: 5 - 10 g/kg de semente. Mudas: 50 - 100
g/10- 20 L de 4gua e mergulhar as raizes por 30 minutos antes do transplante. Aplicacio do
solo: 2,5 kg/100 L. Tratamento foliar: 5 - 10 g/L de agua e aplicar com pulverizador.

Registro e comercializacio do produto: fndia.

Empresa produtora: Biotech International Ltd. fndia (Biotech International, 2018).

BIOHIT

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Patogenos de solo e nematoides.

Modo de agio: parasitismo e competicio.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1%.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Indore Biotech Inputs and Research Pyt. Ltd. India (Biohit..., 2019).

BIO PLUS-TRICHO
Principio ativo: Trichoderma viride.
Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo.
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Modo de agdo: parasitismo e antibiose.
Registro e comercializagio do produto: {ndia.
Empresa produtora: Deepa Farm Inputs Private Limited. {ndia (Bio plustricho.., 2019).

BIOSHIELD

Principio ativo: Trichoderma viride.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 1%.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Ambika Biotech. India (Bioshield..., 2019).

BHOOMIKA 1% WP

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Pythium, Rhizoctonia, Botrytis,
murcha de Fusarium, Sclerotium spp., Sclerotinia spp. e Ustilago spp. em berinjela, batata,
pimenta, tomate, pepino, flores de corte e vaso, pomares, vinhas, ornamentais em estufas,
gramados e viveiros.

Modo de agio: Produz substancias toxicas, tais como glioxina, viridina e tricodermina e
age por competigio e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1% de Trichoderma.

Métodos de aplicagio: em pomares e pimentdo pulverizar para evitar o aparecimento de
oidio e outras doencas foliares. A repeticio da aplicacdo € necessaria para proteger as culturas.
Tratamento do solo: 5 kg/ha juntamente com qualquer fertilizante orginico. Tratamento de
sementes: 4 - 5 g/kg de sementes. Tratamento de mudas: 100 g/L antes do plantio. A pulveri-
zagio foliar pode ser feita utilizando 5 g/L de agua. O volume de pulverizacio depende do
dossel da cultura.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Varsha Bioscience and Technology. Suvey 253/A, Jiblakpally Village,
Pochampally mandal, Nalgonda dist., Telangana-508284, {ndia (Bhoomika..., 2019).

BIOPROTECTOR

Principio ativo: Trichoderma viride.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Kisaan Kranti. India. http://www.esuppliersindia.com/kisaan-kran-
ti/trichoderma-viride-bio-protector-pr4028990-sFP-swf.html. Acesso em 08/03.2019.
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BIO PROTECTOR TRICHODERMA VIRIDE

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podridio da raiz, murcha, podridio parda, amolecimento
e outras doengas causadas Pythium, Botrytis, Phoma, Sclerotinia, Fusarium, Ascochyta,
Alternaria em diferentes plantas (pepino, tomate, repolho, pimenta, plantas ornamentais,
cereais e leguminosas).

Modo de agio: antibiose e promogio de crescimento.

Formulagio: po-molhavel e liquido concentrado.

Meétodos de aplicagio: misturar o produto com vermiculita e espalhar no solo.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: ManiDharma Biotech Private Ltd. 61, Kamatchi Nagar,
Madhanandhapuram Porur, Kundrathur Road, Moulivakkam, Chennai, 600125 Tamil Nadu,
fndia (Bio Protector..., 2018).

CONTEGO TR

Principio ativo: Trichoderma viride.

Indicagio: promotor do crescimento de plantas e raizes, indutor de defesa, rendimento e
qualidade. Protecio contra patogenos, tais como Rhizoctonia, Pythium e Armillaria.

Modo de agdo: competigio, degradacio das paredes celulares dos fungos-alvo; parasi-
tismo. E encontrado naturalmente no solo e é eficaz como um revestimento de sementes no
controle de doencas transmitidas por sementes e por via terrestre.

Formulagio: po-molhavel contendo duas cepas de Trichoderma viride.

Métodos de aplicagio: aplicar em forma liquida a uma taxa minima de 30 L/ha. Reco-
menda-se que o produto esteja na forma liquida por um periodo minimo de 30 minutos para
aplicacio. Aplicar pela manha ou no final da tarde, quando a temperatura do solo estiver aci-
ma de 10 °C. Pastagem: 500 g - 1000 g/ha. Aplicacio no solo: 500 g - 1000 g/ ha. Tratamento
de raizes: misturar 1:8 com 4agua e mergulhar cada planta por 30 segundos.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelindia. Certificado para Agricultura
Organica.

Empresa produtora: Biological Solutions Ltd 4a Cargill Place, Richmond, Nelson 7020,
Nova Zelandia. www.biosolutions.co.nz. (Contego TR, 2013).

COIMBATORE

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: podridio de raiz, murchas, podridio parda, amolecimen-
to e outras doencas causadas por patdgenos habitantes do solo.
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Modo de agio: antibiose, competicio, promogio de crescimento e inducio de resisténcia.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 1 x 107 UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 40 g/kg de sementes. Mudas: 2 kg/50 L de
agua e mergulhar por 10 minutos as mudas antes do plantio. Aplicacio de solo: 5 kg/100 kg de
esterco orgnico, mantenha a mistura a sombra durante uma semana antes de aplicar no solo.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Green Max Agro Tech. India (Coimbatore..., 2018).

ECODERMA

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: patogenos tanto de sementes quanto de solo, podridio
radicular e murcha.

Modo de agio: antibiose e competicio.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 1 x 10° UFC/g, Vida de prate-
leira: 12 meses.

Meétodos de aplicagio: tratamento de sementes: 100 g/10 L de agua, mergulhar as semen-
tes por 10 - 15 minutos, manter na sombra e semear em seguida. Via “drench™ 10 g/L de agua.
Aplicagio do solo: 5 - 8 kg/ha.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: PJ. Margo Private Limited Bangalore. {ndia (Ecoderma..., 2019).

ECOSOM - TV

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Rhizoctonia spp, Pythium spp, Fusarium spp e Altenaria
Spp-

Modo de agdo: competicio, parasitismo, promogio de crescimento, produgio de enzi-
mas (celulase e quitinase) que degradam a parede celular, producio de metabélitos toxicos aos
patagenos.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicacdo: encharcamento: 10 g/1 L de agua. Gotejo: 3 - 5 kg/50 L de agua
misturado no sistema de irrigagio. Aplicagio no solo: 50 - 150 kg/ha. Imersdo da raiz: 10 g/L
de agua.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Agri Life, India (ECOSOM, 2018).
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EMRALD MAULIKA

Principio ativo: Trichoderma viride

Doengas e patdgenos visados: Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia, Fusarium,
Alternaria, Ascochyta, Cercospora, Macrophomina, mildio e oidio.

Modo de agdo: competicio por espaco e nutrientes, parasitismo e antagonismo.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: secretam celulase e quitinase.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Emrald Bio. India (Emrald..., 2019).

ENPRO-DERMA

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia e Pythium.

Modo de agio: antibiose, indugio de resisténcia da planta, competigio e promogio de
crescimento.

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: pulverizacio: 5 g/L de agua. Aplicacio no solo: 3 a 5 kg/200 L
de agua.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Enpro Bio Sciences Private Ltd. fndia (Enpro-Derma..., 2018).

FUNGISTOP

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Fusarium spp., Helminthosporium spp., Rhizoctonia
spp., Pythium spp., Sclerotium spp., Botrytis spp., Alternaria spp., Verticillium spp.,
Peronospora spp. e Erysiphe spp.

Modo de agio: parasitismo, competigio e antibiose.

Formulagio e vida de prateleira: produto composto por um complexo de conidios e
micélio de Trichoderma viride, na concentragio de 2,0 x 10° UFC/mL. Validade de até 6 meses.

Meétodo de aplicagio: cucurbiticeas: em casa de vegetagio (15 - 30 L/ha), para o controle
de podriddes radiculares, murcha de Fusarium, mildio, podriddo branca e cinzenta ou a cam-
po (10 - 15 L/ha) para controle de Alternaria, murcha de Fusarium, mildio, podridio branca
e cinzenta, atraves da fertilizagio regular das raizes com um intervalo de 35-30 dias (4 - 5
tratamentos). Solanaceas: aplicacio de 10 - 15 L/ha para o controle de podriddes radiculares,
mancha de alternaria, requeima, murcha de Fusarium e oidio, através do tratamento durante
a fase de crescimento da planta (2 - 3 aplicacdes). Frutiferas: tratamento durante a fase de cres-
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cimento com 5 L/ha (2 - 3 aplicagdes) para o controle de oidio, podridio branca e cinzenta.
Registro e comercializagio do produto: Rissia e Ucrdnia.
Empresa produtora: Biona (Buowna). Escritorio Central em Belgorod: 308015, Fe-
deracio Russa, Belgorod, ul. Chicherina, 3B. 308015, Poccuiickas ®epepauus, r.
Benropox, yn. Yndepnua, 3B, Russia (Fungistop..., 2018).

KRISHI BIO NIDAN

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Rhizoctonia, Pythium e outros.

Modo de agio: promogio de crescimento, antibiose e competicio.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: aplicagio no solo: 2 - 3 kg/100 kg de composto orgdnico, na
sequencia espalhar sobre o solo. Tratamento de sementes: 10 g/30 mL de agua paral kg de
sementes. Tratamento de raiz de mudas: 150 g/15 L de agua e emergir as raizes por 30 minutos
antes do plantio.

Registro e comercializacio do produto: India.

Empresa produtora: Krishi Bio Products and Research Pyt Ltd. Inida (Krishibio..., 2018).

MONITOR

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: doencas radiculares causadas por Pythium, Sclerotinia,
Rhizoctonia, Fusarium, Verticillium e Botrytis.

Modo de agio: promocio de crescimento, antibiose, parasitismo e competicio.

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: aplicacio no solo: 250 g/m’. Tratamento de sementes: 2 g/kg de
semente.

Registro e comercializacio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Agriland Biotech Ltd. India (Monitor..., 2016).

NICODERMA

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doencas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Fusarium spp., podriddes radiculares e de solo e murchas.

Modo de agio: parasitismo e antibiose.
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Caracteristicas do agente de controle bioldgico: acio como biofertilizante devido
sua solubilizacdo de fosforo e sua capacidade de decompor matéria organica.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g.

Meétodos de aplicagdo: aplicar 4 kg/ha, preferencialmente mistura com 2.000 kg de
materia organica.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Nico Orgo. India (Nicoderma..., 2015).

NISARGA

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podriddes de raiz e de colo, murcha e tombamento.

Modo de agio: parasitismo, promogio de crescimento e antibiose.

Formulagio: po-molhavel e suspensio concentrada 1%.

Métodos de aplicagio: aplicacio foliar: 3 g/L de agua, pulverizar durante a noite. Apli-
cacio no solo: 1 -2 kg/100 kg esterco/ha.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Multiplex Group of companies, No.180, 1st main, Mahalakshmi
layout, Bengaluru, {ndia (Nisarga..., 2019).

PEAK TRICO

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podridio da raiz, apodrecimento e murcha de Fusarium.

Modo de agdo: parasitismo, antibiose e competicio.

Formulagio: liquido solavel.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 20 mL/500 mL de agua e recobrir as
sementes necessarias para 0,5 ha. Foliar: 20 mL/100 L de agua. Aplicagio de solo: 250 ml/20
kg de matéria organica. Mudas: 50 mL/100 L de agua.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Peak Group. fndia (Peak..., 2019a).

PRABHA DERMA

Principio ativo: Trichoderma viride ITCC6914.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia Alternaria,
Ascochyta, Cercospora, Macrophomina, Ramularia, Myrothecium, mildio e oidio em cereas,
algodio, frutiferas e ornamentais, legumes e outras.

Modo de agio: antibiose, competicio, parasitismo.
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Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Prabhat Fertilizer & Chemical Works. Mangalpur, Kunjpura Road,
Karnal, Haryana-132001. India (Prabha ..., 2019).

SANJEEVNI

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Sclerotinia, Verticillium,
Alternaria, Phytophthora e outros patogenos.

Modo de agio: antibiose e produgio de enzimas.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10’ UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 8 - 10 g/50 ml de agua e aplicado em 1
kg de semente. Tratamento de mudas: 500 g/50 L de agua, mergulhar as raizes de mudas por
cerca de meia hora na suspensio. Via “drench”™ 1 a 2 kg/200 L de gua e encharcar o solo.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: International Panaacea Ltd. India (Sanjeevni..., 2018).

TRICHOMAX

Ingrediente ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctoniaspp., Botrytissp., Alternariasp., Stemphylium
sp., Verticillium sp., Sclerotium sp., Sclerotinia sp., Pythium sp., Phoma sp., Fusarium sp.,
Phytophthora sp. em abacate e aspargo.

Modo de agdo: competicio, antibiose, inducio de resisténcia, parasitismo e promogio
de crescimento.

Formulagio: grios de milho contendo 1 x 10" conidios/kg.

Meétodo de aplicagio: para a tristeza do abacateiro: 5 g/planta. Para outras doengas: 10 -
20 kg/ha. Em viveiro aplicar antes do transplantio, em campo 2 a 3 vezes no ciclo da cultura.
Antes de uso os conidios precisam ser suspensos em agua, utilizar 800 g/L de dgua misturado
com 0,5 mL de surfactante agricola.

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA 393) (Peru, 2019).

Empresa produtora: Soluciones Agrosostenibles SAC. Av. Metropolitana Mz F1 Lote 5,
Urb. San Isidro. Trujillo, La Libertad, Peru (Peru, 2019; TRICHOMAX, [2018]).



112 Trichoderma: uso na agricultura

TRICHORICH

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: murchas, tombamento, podridio radicular. £ adequado
para as culturas como pimentdes, algodio, sementes oleaginosas, cana-de-agucar, banana e
legumes.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de 1%.

Meétodos de aplicagio: tratamento de sementes: 10 g/kg de semente. Aplicagio de solo:
1-2 kg/ha.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Prathibha Biotech. India (Trichorich.., 2019).

TRICHOSTAR

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: patogenos habitantes do solo, podriddes do colo, raiz e
caule, murcha, manchas foliares da plantacio de cana-de-aglicar, cereas, flores, leguminosas,
oleaginosas.

Modo de agio: promogio de crescimento e inducio de resisténcia sistémica.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: Super Agro Pvt. Ltd Kolkata. India (Trichostar, 2019).

TRIFESOL 1000 WP

Ingrediente ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: tombamento (Rhizoctonia solani), mancha foliar
(Helminthosporium oryzae, Sarocladium oryzae) e mal do pé (Gaeumannomyces graminis)
do arroz.

Modo de agio: competigio, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: tratamento de sementes, utilizar 500 g/t semente. Aplicagio no
solo 15 dias apds a emergéncia, utilizar 500 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 7146).

Empresa produtora: Biocultivos S.A. - bodegas de gradinsa bodega n® 8 Papayo, Ibagué,
Departamento Tolima - Colémbia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Trifesol, 2019).
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TRIFESOL WP

Ingrediente ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani em arroz.

Modo de agio: competicio, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 107 conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: tratamento de sementes, utilizar 500 g/t semente. Aplicagio no
solo 15 dias ap6s a emergéncia, utilizar 500 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 4743).

Empresa produtora: Biocultivos S.A. - Bodegas de gradinsa bodega n 8 Papayo, Ibagué,
Departamento Tolima - Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Trifesol, 2019).

TRIFESOL 1000 SC

Ingrediente ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: tombamento (Rhizoctonia solani), mancha foliar
(Helmintosporium oryzae, Sarocladium oryzae) e mal do pé (Gaeumannomyces graminis) do
arroz e tombamento (Rhizoctonia solani) em cafeeiro.

Modo de agio: competicio, antibiose e parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10° conidios viaveis/g.

Método de aplicagio: tratamento de sementes, utilizar 500 mL/Ton semente. Aplicacio
no solo 15 dias apds a emergéncia, utilizar 500 ml/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 7147).

Empresa produtora: Biocultivos S.A. - bodegas de gradinsa bodega n® 8 Papayo, Ibagué,
Departamento Tolima - Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Trifesol, 2019).

TRIFESOL SC

Ingrediente ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em arroz.

Modo de agio: competigio, antibiose e parasitismo.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 107 UFC/g.

Método de aplicagio: tratamento de sementes, utilizar 500 mL/t semente. Aplicacio no
solo 15 dias ap6s a emergéncia, utilizar 500mL/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 5886).

Empresa produtora: Biocultivos S.A. Bodegas de gradinsa, bodega, Papayo, Ibagué, De-
partamento Tolima, Colombia (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Trifesol, 2019).
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TRIKHODERMIN

Principio ativo: Trichoderma viride F395 (LLA-831).

Doengas e patdgenos visados: Fusarium oxysporum, Ascochyta pisi, Peronospora pisi,
Erysiphe communis em ervilha e soja; Xanthomonas campestres, Erwinia carotovora, Pythium
debaryanum, Fusarium oxysporum e outros fitopatogenos de mudas em repolho; Peronospora
sp., Phoma lingam, Fusarium oxysporum e Xanthomonas sp. em salsa e mostarda; Fusarium
sp., Peronospora sp., Ascochyta melonis, Erysiphe cucurbitacearum, Pythium debarianum e
outros fitopatogenos de plantulas em pepino e abdbora; Macrosporium solani, Phytophthora
infestans, Verticillium albo-atrum, Pythium debaryanum e outros fitopatogenos de
plintulas em tomate, pimenta e berinjela; Phytophthora infestans, Streptomyces scabies,
Spondilocladium atrovirens, Pectobacterium phytophthorum e Rhizoctonia solani em batata;
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea e Thielaviopsis
basicola em algodio; Fusarium culmorum, Helminthosporium sativum, Puccinia graminis
e Erysiphe graminis em cereais de inverno; Scletorinia sclerotiorum, Plasmopara helianthi e
Puccinia helianthi em girassol.

Modo de agdo: parasitismo, competicio, producio de enzimas e metabolitos.

Caracteristicas do agente de controle biologico: devido a sua alta atividade bioldgica,
coloniza o substrato e decompdem compostos orginicos, liberando nutrientes de forma assi-
milaveis para as plantas.

Formulagio: liquida

Método de aplicagio: tratamento de sementes/tubérculos: ervilha e soja (0,3 - 1 L/t),
repolho (0,03 - 0,1 L/kg), salsa, endro e mostarda (0,03 - 0,1 L/kg), pepino e abobora (0,03 - 0,1
[/kg), tomate, pimenta e berinjela (0,03 - 0,1 L/kg), cereais de inverno (0,5 - 1 L/t), girassol
(0,5 - 1 L/t) e culturas de raiz/tubérculo - beterraba, cenoura, batata, etc (0,5 - 1 L/t). Atraves
da pulverizacio de plantas: ervilha e soja (0,5 - 1 L/ha), repolho (0,5 - 1 L/ha), salsa, endro e
mostarda (0,5 - 1 L/ha), pepino e abobora (0,5 - 1 L/ha), tomate, pimenta e berinjela (0,5 - 1 L/
ha), cereais de inverno (0,5 - 1 L/ha), girassol (0,5 - 1 L/ha) e culturas de raiz/tuberculo: beter-
raba, cenoura, batata, etc (0,5 - 1 L/ha). O produto tem recomendagdes especiais para cultivos
de tomate e pepino em ambiente protegido, sendo as recomendagdes modificadas dependendo
do alvo, forma de aplicacio e época de aplicagio.

Registro e comercializagio do produto: Rissia.

Empresa produtora: Buo6aysp OOO. 603058, Nizhny Novgorod, Rua Suzdalskaya,
62. (603058, ropop, Huxxuuit Hosropop, ymiua Cysnanbckast, jom 62), Rissia
(Trikhodermin, 2018).
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TRICHO GUARD

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium, Alternaria, Pythium,
Macrophomina, Myrothecium, Cercospora, Phytophthora e Botrytis.

Modo de agio: protege as mudas do ataque de patogenos transmitidos pelo solo, promove
crescimento das plantas, coloniza as raizes, aumenta a massa e a saide das raizes. Competicio,
parasitismo, indugio de resisténcia na planta e promogio de crescimento.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: pode ser aplicado como tratamento
de sementes com metalaxil, mancozeb, carbendazim e cloreto de cobre.

Formulagées disponiveis: concentrado emulsionavel contendo10’ UFC/mL e em po-
molhével contendo 10" UFC/g.

Métodos de aplicagio: via “drench” 1,5 a 2 kg/1.000 L de em agua. Tratamento de
sementes: 8 a 10 mL/1 kg de sementes. Tratamento de mudas: 5 a 6 mL/L de dgua para mer-
gulhar as raizes.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Ajay Bio-Tech Ltd., India (Tricho-Guard..., 2019).

TRICHODERMA BIO-FUNGICIDE

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Macrophomina phaseoli, Rhizoctonia solani, Pythium
sp., Phytophthora sp., Armillaria mellea, Botrytis cinerea, Fusarium, Sclerotinia e Sclerotium.

Modo de agio: parasitismo, antibiose, competi¢io, tolerdncia ao estresse, solubilizacio
de fosfato, resisténcia induzida e promogio de crescimento.

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Métodos de aplicagio: pulverizagio: 1 kg/200 L de agua. Tratamento de sementes: 5 g/
kg de sementes. Tratamento do solo: 1 kg/25 kg de estrume de vaca e aplicar na preparagio do
solo. Preparagio de canteiros: 500 g/100 L de agua. Gotejo: 500 g/100 L de dgua.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Ruchi Biochemicals, fndia (Trichoderma..., 2018).

TRICHO-SHIELD COMBAT

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: podriddo de raiz, tombamento e murcha.
Modo de agio: parasitismo, antibiose e promogio de crescimento.
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Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 2 x 10° UFC/g. Vida de prate-
leira: 12 meses.

Meétodos de aplicagdo: via “drench”, no solo e aplicagio foliar. Doses nio informadas.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Kan Biosys Pvt. Ltd. fndia (Tricho-Shield..., 2018).

TRICHOLIFE

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patdgenos visados: Fusarium, Sclerotium, Pythium, Rhizoctonia,
Macrophomina, Phytophthora, Botrytis etc.

Modo de agio: inducio de resisténcia das plantas, parasitismo, antibiose e promocio de
crescimento.

Formulagées disponiveis e vida de prateleira: po-molhavel contendo 2 x 10* UFC/g.
Vida de prateleira:12 meses em locais fresco e seco.

Métodos de aplicagio: aplicacio no solo: misturar 1 kg/25 - 50 kg de esterco para um
hectare e aplicar em torno da zona radicular da planta. Pulverizagio: 1 kg/200 L de agua/ha.
Recomenda-se a aplicagio 60 dias antes e 15 dias apds o plantio.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Gujarat Life Science, {ndia (Tricholife..., 2018).

TRIECO

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Sclerotium, Pythium, Rhizoctonia,
Macrophomina, Phytophthora, Botrytis etc.

Modo de agio: indugio de resisténcia das plantas, promogio de crescimento, competicio
e antibiose.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10° UFC/g. Vida de prateleira:
12 meses em locais fresco e seco.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 4 - 8 g/10 mL de agua para 1 kg de se-
mente. Tratamento de rizomas e tubérculos: 500 g/100 L de dgua. Aplicacio no solo: 1,5 kg/25
kg de esterco organico e distribuir uniformemente no solo. Via “drench” 500 /100 L de agua
para encharcar 400 m? no local onde se observa os sintomas de murcha ou podridio de raiz.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Ecosense Labs Ltd. India (Trieco..., 2019).
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YASH DERMA

Principio ativo: Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Sclerotium, Pythium, Rhizoctonia,
Macrophomina, Phytophthora e Botrytis.

Modo de agio: antibiose, parasitismo e promogio de crescimento.

Formulagio: po-molhavel.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes a seco: 10 - 20 g/100 mL de agua/kg de
semente. Tratamento de mudas: 10 g/L de gua e mergulhar as raizes por 15 minutos antes
do transplante. Aplicagio no solo: 1 kg/50 kg de esterco, cobrir com polietileno por 15 dias e
umedecer 3 a 4 vezes; apos esse periodo espalhar em 1 hectare de solo. Pulverizagio: 10 g/100
L de agua.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Yash Krishi Takniki Evam Vigyan Kendra India (Yash..., 2018).

Trichoderma stromaticum

TRICOVAB

Principio ativo: Trichoderma stromaticum CEPLAC 3550.

Doengas e patogenos visados: vassoura-de-bruxa do cacau causada por Monilophthora
perniciosa.

Modo de agio: parasitismo e inibicio da formagdo de basidiomas do fitopatogeno.

Formulagio: po-molhavel (WP) na concentragio de 2,3 x 10° conidios/g.

Meétodo de aplicagio: aplicado sobre as vassouras secas no solo ou na copa dos cacauei-
10.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 01312).

Empresa produtora: Comissio Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira/Centro de
Pesquisas do Cacau. Km 22 da Rodovia Ilhéus/Itabuna, 45600-970-Itabuna, BA, Brasil (Agro-
fit, c2003).
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Trichoderma spp.

BIOSPARK

Principio ativo: Trichoderma spp.

Doengas e patdgenos visados: usado em milho, arroz, vegetais, manga, banana, cana,
abacaxi e jardins para o controle de Phytophthora, efetivo como biofertilizante, promotor de
crescimento e agente de compostagem

Formulagio e vida de prateleira: O produto é composto por trés cepas de fungos
tropicais isoladas das florestas Filipinas. O meio orginico seco contendo os fungos dormentes
contém 1,2 x 10° UFC/g. Vida ttil de 24 meses. O produto pode ser armazenado em condicoes
ambientes.

Meétodos de aplicagdo: pode ser aplicado em sementes, em sementeiras e restos da cul-
tura.

Registro e comercializagio do produto: Filipinas.

Empresa produtora: Biospark Corp., Filipinas (Biospark..., 2019).

BIO-IMPILO

Principio ativo: Trichoderma spp.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Plasmopara viticola
¢ Leptosphaeria maculans.

Modo de agio: inibe o crescimento e as atividades dos patogenos e induz resisténcia.
Os metabolitos aumentam o crescimento das plantas, influenciando a produgio de raizes e
brotos.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 x 10 conidios/g. Preferencialmente estocado entre
5a20°C.

Métodos de aplicagio: pulverizagio: 1 L/ha em hortalicas; videira, arbustos e arvores a
recomendagdo é de 1 -2 L/ha. Realizar a primeira aplicagio nas mudas no inicio da primavera
(4 - 6 folhas abertas), segunda aplicagdo alguns dias antes da floragdo e terceira ap6s a colheita.
Aplicagdes adicionais somente quando uma leitura de Brix de seiva de planta indica uma
queda importante.

Registro e comercializagio do produto: Aftica do Sul.

Empresa produtora: Agro-Organics Ltd, Africa do Sul (Bio-Impilo..., 2019).

EXCALIBUR GOLD PBTM
Principio ativo: Trichoderma spp.
Doengas e patogenos visados: doengas radiculares.
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Modo de agio: colonizacio do sistema radicular e promogdo de crescimento.

Formulagio: po-molhavel contendo 2% de ingrediente ativo e 98% de inertes, sendo 80%
de talco e 20% de grafite.

Meétodos de aplicagio: tratamento de sementes: 30 g/45 kg de sementes. Para aplicacio
em imersio: preparar a suspensio colocando um pacote do produto/3 L de agua nio clorada
e mergulhar o sistema radicular das plantas na mistura por 10 segundos ou até que o sistema
radicular esteja suficientemente coberto. Transplantar em seguida.

Registro e comercializagio do produto: Africa do Sul

Empresa produtora: ABM Africa Division (Advanced Biological Marketing). Africa do
Sul (Excalibur, 2018).

HASIRU LIQUID TRICHODERMA

Principio ativo: Trichoderma spp.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia e Sclerotinia.

Modo de agio: antibiose, inducio de resisténcia das plantas e parasitismo.

Formulagio e vida de prateleira: concentrado emulsionavel. Vida de prateleira de 12
meses em locais fresco e seco.

Métodos de aplicagio: irrigacio: 1 1/200 L de agua. Via “drench” 1 L/200L de agua.
Tratamento de sementes: 1 L/5 ha.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Hasiru Organics. India (Hasiru..., 2019b).

ICB NUTRISOLO TRICHODERMA

Principio ativo: Trichoderma spp.

Indicagio: bioestimulante e promocio de cresimento

Modo de agio: promogio de crescimento.

Registro e comercializagio do produto: comercializado no Brasil como inoculante.

Empresa produtora: ICB Bioagritec Ltda. Rua Arabutan, 386, Porto Alegre, RS. Brasil
(ICB..., 2019).

TRICHOBIO

Ingrediente ativo: Trichoderma spp.

Doengas e patdogenos visados: Fusarium solani, Phytophthora sojae e Rhizoctonia
solani, causadores de tombamento na soja.

Modo de agio: antibiose, antagonismo, parasitismo, competicio e bioestimulagio.

Caracteristicas do agente de controle biologico: é um produto formulado a base de
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cepas de Trichoderma spp., utilizado como biofugincida e bioestimulante de enraizamento.

Formulagio: po-molhavel contendo 200 g/kg.

Método de aplicagio: para a cultura da soja: 600 g a 1 kg/ha em aplicacio foliar. Para tra-
tamento de sementes: 1 kg/2.000 kg de sementes de soja. Aplicagdo foliar e dirigida ao solo: 200
g/ha. Aplicagdo no transplantio de mudas: 50 g/5 L de agua. Tratamento de substrato: 200 g/m’.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 3361).

Empresa produtora: BioSae Biotecnologia y Servicios Agroecoldgicos. Calle Jose Vicente
Soliz, 14, La Guardia, Santa Cruz de la Sierra, Bolivia (Bolivia, 2019; Trichobio..., 2018).

TRICODAMP

Ingrediente ativo: Trichoderma spp.

Doengas e patogenos visados: patdgenos habitantes do solo causadores de tombamento.

Modo de agio: antibiose e parasitismo.

Caracteristicas do agente de controle biologico: nio misturar com produtos quimicos
e inoculantes.

Formulagio: concentrado emulsionavel.

Método de aplicagio: tratamento de sementes de soja, chia, quinoa, trigo, sorgo, gerge-
lim, fava, batata, etc. Tratamentos de mudas e aplicagio foliar.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 0434).

Empresa produtora: Probiotec Probiologia y Tecnologia. Barrio Equipetrol, Calle Cordo-
ba 7 este 29. Santa Cruz, Bolivia (Bolivia, c2011; Tricodamp..., 2019).

TUSAL WG

Principio ativo: Trichoderma sp.

Doengas e patdgenos visados: Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp.,
Pythium sp. e Phytophthora sp. em pimenta, tomate, pepino, abobrinha, berinjela e escarola.

Modo de agio: TUSAL contém virias espécies de Trichoderma spp. antagonicas de fun-
gos fitopatogénicos do solo com acio de parasitismo direto. Trichoderma age por parasitismo,
antagonismo, indugdo de resisténcia e antibiose. A combinagio de diferentes espécies garante
a eficacia do produto. Por outro lado, eles fornecem importantes beneficios nutricionais que
envolvem estimulo no desenvolvimento.

Formulagio: microgranulado solivel contendo 2 x 10* UFC/g.

Meétodos de aplicagio: aplicar por gotejamento no campo e em sementeira. Recomenda-
se aplicar todo inicio de cultivo para manter o antagonista no solo.

Registro e comercializagio do produto: Espanha (24.244).

Empresa produtora: NewBiotechnic SA (NBT) Espanha (Tusal..., 2018).
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Trichoderma asperellum e Trichoderma gamsii

BIOTAM

Principio ativo: Trichoderma asperellum (ICC 012) e Trichoderma gamsii (ICC 080).

Doengas e patogenos visados: podridio radicular causada por Armillaria spp., Fusarium
spp., Phytophthora spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp., Rosellinia spp., Sclerotinia spp.,
Sclerotium rolfsti, Thielaviopsis basicola e Verticillium spp. em alfafa, cereais, algodio, soja,
gramineas, oleaginosas, tabaco, tuberosas, citros, alho, cebola, abacaxi e hortalicas, entre outras.

Modo de agio: competicio com fitopatogenos e liberagio de enzimas que atacam as
paredes dos patogenos (BIOTAM, 2018).

Caracteristicas do agente de controle biologico: O Trichoderma gamsii atua na faixa
de temperatura de 7 °C e o T asperellum de 12 °C. A faixa 6tima de temperatura é de 25 °C
a30°C.

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma asperellum ICC 012 na concentracio
de 5 x 10° UFC/g e 2 Trichoderma gamsii ICC 080 na concentracio de 5 x 10° UFC/g.

Método de aplicagdo: pulverizacio (sulco de plantio, solo, linhas de plantio) e em
sistema de irrigacio.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificagio pela Materials Re-
view Institute - OMRI e Washington State Department of Agriculture - WSDA.

Empresa produtora: Isagro USA. 430 Davis Dr. Suite 240 Morrisville, NC 27560. USA
(Biotam, 2018).

BIOTEN

Principio ativo: Trichoderma asperellum ICC 012 e Trichoderma gamsii ICC 080.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium
dahliae, Thielaviopsis basicola e Phytophthora capsici em gramado, flores, plantas ornamen-
tais, hortalicas, meldo, erva-doce, alcachofra, manjericdo, aipo, feijio, abobrinha, berinjela,
pepino e ervas aromaticas.

Modo de agido: competicio por espago e por elementos nutritivos e inibicio de cresci-
mento e difusio dos patdgenos de solo.

Formulagio: po-molhavel contendo 2 g de Trichoderma asperellum ICCO012; 2 g de
Trichoderma gamsii ICC080; totalizando a concentragdo total minima de 3 x 10" UFC/g.

Métodos de aplicagdo: deve ser aplicado preventivamente nas diferentes fases fenolo-
gicas da cultura, evitando desta forma que a infeccio ocorra. Recomenda utilizar quando a
temperatura do solo for maior que 10 C. Para uma distribuicio homogénea é recomendado
usar um volume de agua de 1000 L/ha. Em gramados e plantas ornamentais diluir em agua e
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irrigar ou pulverizar as plantas. Deve ser aplicado ao solo onde se desenvolve rapidamente e
coloniza as raizes e a rizosfera, criando uma barreira fisica que impede o acesso de patdgenos
aos Orgios-alvo.
Registro e comercializagio do produto: Unido Europeia, Estados Unidos e Italia.
Empresa produtora: Bayer CropScience S.r.l. Viale Certosa 130, 20156 Mildo, Italia. Dis-
tribuido por: ICL Italia Terviso stl. Via Monterumici, 8, 31100, Treviso, Italia (Bioten..., 2015).

REMEDIER

Principio ativo: Trichoderma asperellum ICC 012 e Trichoderma gamsii ICC 080.

Doengas e patdgenos visados: patdgenos de solo como Pythium spp., Phytophthoraspp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp., Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola, Verticillium
dahliae, Armillaria mellea em plantas ornamentais, gramados, videira, frutiferas, arbustos e
agentes da doenga Esca da videira.

Modo de agio: competigio, parasitismo e induzico de resisténcia a patgenos em plan-
tas hospedeiras.

Formulagio: po-molhavel contendo 3 x 10" UFC/g.

Métodos de aplicagio: pode ser aplicado via fertirrigacdo, sprinklers ou qualquer outro
sistema que forneca conidios no solo para colonizacio de raizes. Na pré-germinacio o produto
deve ser colocado em agua a temperatura ambiente cerca de 24 horas antes do tratamento para
iniciar a germinaco dos conidios.

Registro e comercializagio do produto: Unido Europeia e Estados Unidos

Empresa produtora: Isagro S.p.A. Via Caldera, 21, 20153, Mildo, Italia (Remedier...,
2017).

TENET WP

Principio ativo: Trichoderma asperellum (ICC 012) e Trichoderma gamsii (ICC 030).

Doengas e patogenos visados: podriddes radiculares causadas por Armillaria spp.,
Fusarium spp., Phytophthora spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp., Rosellinia spp., Sclerotinia
spp., Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola e Verticillium spp. em alfafa, cereais, algodio,
soja, gramineas, oleaginosas, tabaco, tuberosas, citros, alho, cebola, abacaxi, hortaligas, entre
outras.

Modo de agio: competigio e producio de enzimas que atacam as paredes dos fitopato-
genos.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: Trichoderma gamsii atua na faixa de
temperatura de 7 °C e o Trichoderma asperellum de 12 °C. A faixa 6tima de temperatura é de
25°C a 30 °C. Ativo atua em uma ampla gama de culturas.



Produtos comerciais a base de Trichoderma 123

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma asperellum ICC 012 na concentracio
de 5 x 10° UFC/g e Trichoderma gamsii ICC 080 na concentracio de 5 x 10° UFC/g.

Meétodo de aplicagio: pulverizacio (sulco de plantio, solo, linha de plantio) e em siste-
ma de irrigagio.

Registro e comercializagio do produto: EUA. Possui certificagio pela Materials Re-
view Institute - OMRI e Washington State Department of Agriculture - WSDA.

Empresa produtora: Isagro USA. 430 Davis Dr. Suite 240 Morrisville, NC 27560. USA
(Tenet-Wp..., 2013).

Trichoderma atroviride e Trichoderma virens

KIWIVAX

Principio ativo: Trichoderma atroviride LU668, Trichoderma atroviride LU297 e
Trichoderma virens LU753.

Doengas e patogenos visados: Pseudomonas syringae pv. actinidiae em quivi.

Modo de agio: colonizacio da raiz induzindo resisténcia sistémica ao patogeno.

Formulagio: po-molhavel contendo 5 x 10° UEC/g de Trichoderma atroviride LU668, 5
x 10* UFC/g de Trichoderma atroviride LU297 e 5 x 10° UFC/g de Trichoderma virens LU753.

Métodos de aplicagio: em viveiros: 200 g/ha (doses maiores sio recomendadas em solos
com baixo teor de matéria orgnica). Aplicar por pulverizagio de 1000 L/ha. Trés aplicagdes
por ano sio recomendadas para a colonizagdo ativa de raizes. Mudas e plantas jovens: 200
g/100 L de 4gua e aplicar nos tubetes ou nas plantas jovens antes de ensacar ou antes do
plantio em campo. Aplicar mergulhando ou inundando as raizes. Aplicar nas mudas e plantas
jovens no momento do plantio.

Registro e comercializagio do produto: Nova Zelindia (ACVM P9340).

Empresa produtora: Agrimm Technologies Ltd. 487 Tancreds Rood PO Box 35, Christ-
church 8150, New Zeland. Agrimm Pty Ltd 10 Northgate Street (PO Box 258) Mooroopna,
Victoria 3629, Australia (Kiwivax..., 2017).
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Trichoderma harzianum e Trichoderma koningii

PROMOT WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma koningil.

Doengas e patogenos visados: Phythophtora, Sclerotinia, Botrytis, Rhizoctonia,
Pythium, Fusarium e, Phomopsis.

Formulagio: pé-molhavel contendo Trichoderma koningii (3 x 107 conidios/g) e
Trichoderma harzianum (2 x 107 conidios/g).

Registro e comercializagio do produto: Alemanha, como biofortificante.

Empresa produtora: Biofa AG. (Bio-farming Systems), Rudolf-Diesel Str. 2, D-72525,
Alemanha (Promot, 2019).

TRICHOTROPICO WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningi.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani em arroz.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: pé-molhavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g de Trichoderma harzianum
e Trichoderma koningii.

Meétodo de aplicagio: aplicagio foliar a partir do periodo de maximo perfilhamento,
antes da emergéncia da panicula, época onde € mais comum sua presenga e o dano é mais
severo. Se recomenda uma primeira aplicagio (inundativa), 1.000 g/ha, continuando com
aplicacdes periodicas, a0 menos a cada 10 dias, com doses menores entre 500 e 750 g/ha,
dependendo dos niveis de incidéncia e severidade, assim como das condicdes climaticas que
favorecam Rhizoctonia solant.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 5970).

Empresa produtora: Soluciones Microbianas del Tropico S.A.S - km 2 via a Palestina,
Parque Industrial las Delicias, Bodega 15, Chinchina, Caldas, Coloémbia (Trichotropico...,
2013; Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TRICHOGEL

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma koningir.

Doengas e patdgenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani em ca-
feeiro.

Modo de agio: competicio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: gel emulsionavel contendo 1 x 10° conidios viaveis/g de Trichoderma
harzianum e Trichoderma koningii.
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Método de aplicagio: misturar com 4gua no momento da preparagdo, prévia a sua
aplicacdo. Se distribui em unidades de 170 g e 440 g, na solucio dissolvente.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 11161).

Empresa produtora: Soluciones Microbianas del Tropico S.A.S. Km 2 via a Palestina,
Parque Industrial las Delicias, Bodega 15, Chinchind, Caldas, Colémbia (Instituto Colombia-
no Agropecuario, 2018; Trichogel..., 2019).

TRICOX

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma koningil.

Doengas e patogenos visados: Meloidogyne incognita e Phythophtora capsici.

Caracteristicas do produto: estimula o crescimento radicular, promove o crescimento
e desenvolvimento vegetal, promove a floragio e melhora a produtividade e qualidade dos
cultivos.

Formulagio: pé-molhavel contendo Trichoderma koningii (3 x 107 conidios/g) e
Trichoderma harzianum (2 x 107 conidios/g).

Meétodo de aplicagio: alcachofra: 1,5 a 2,75 kg/ha, iniciar a aplicacio 15 dias apos o
transplante e repetir apos 30 dias. Para milho: 1,5 a 2 kg/ha, iniciar a aplicagdo nas primeiras
etapas fenologicas do cultivo ou na avaliagio prévia ao inicio da infestacio.

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 162) (Peru, 2019).

Empresa produtora: JH BIOTECH INC. 4951, Olivas Park Drive Ventura, CA 93003,
USA (Peru, 2019; Tricox, 2011).

Trichoderma harzianum e Trichoderma koningiopsis

TRICOTOP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma koningiopsis.

Efeitos e Alvos: promotor de crescimento de hortalicas, ornamentais, soja e frutas. Indi-
cado para o controle de Rhizoctonia spp., Fusarium spp. e Pythium spp.

Modo de agio: promogio de crescimento, competicio e antibiose.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: é um promotor de crescimento radi-
cular, secreta fito hormonios que promovem o desenvolvimento e sanidade das raizes, aumen-
ta o volume radicular e melhora a absor¢do de nutrientes e dgua.

Formulagio: po-molhavel contendo 1,2 x 10 conidios/g.

Método de aplicagdo: tombamento: 5 g/m? Tratamento de sementes: hortalicas, orna-
mentais, soja e frutas - 50 g/ha. Para tratamento de sulco: 80 g/ha.
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Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 2068).

Empresa produtora: BioTop - Cochabamba, Bolivia. www.biotopbolivia.org Fundacion
Proinpa - Avenida Menezes, S/N, Km 04, Cochabamba, Bolivia (Ortuio et al., 2011; Trico-
top..., 2012).

Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum

BINAB T PELLET GR

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum.

Doengas e patdgenos visados: podridio do tronco (Chondrostereum purpureum) em
améndoa, cereja, ameixa, damasco, maci, pera, péssego e nectarina. Controle de podriddes
em uva causadas por Verticillium sp., Rhizoctonia sp. Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium roseum, Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme, Phomopsis mall,
Phomopsis viticola, Sclerotium sp., Sclerotinia sp., Pythium.

Modo de agio: competicio, antibiose, parasitismo e indugio de resisténcia.

Formulagio: granulado em pellets com concentracio de 2 x 10* UFC/g.

Método de aplicagio: um pélete é instalado para cada 7 - 10 ecm de perimetro de tronco
ou galho, a uma profundidade de 3 cm, além de um pellet que deve atingir a medula. Para
arvores com a doenca mais avancada, aumentar a dose em 50%. O didmetro da perfuracio
deve ser ligeiramente maior que o tamanho do pellet para permitir sua subsequente expansio.
A aplicacio do produto é segura e eficaz sob quaisquer condi¢des meteoroldgicas, de tempe-
ratura, vento e horario. Tratamento de tronco, para arvores jovens um pélete cada 10 cm de
perimetro de tronco. Para arvores adultas um pélete cada 7 cm de perimetro de tronco.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2708).

Empresa produtora: BINAB Bio-Innovation AB, Florettgatan 5 SE-254 67 Helsingborg,
Suécia (Binab..., 2018).

BINAB-T WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum.

Doengas e patogenos visados: murcha vascular, podridio do tronco e raiz causadas por
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium roseum, Fusarium verticillioides, Fusarium
moniliforme, Botrytis sp., Verticillium sp., Rhizoctonia sp., Phomopsis mali, Phomopsis
viticola, Phomopsis vaccini, Phomopsis obscurans, Sclerotium sp., Sclerotinia sp., Pythium
sp., Heterobasidium sp., Chondrostereum purpureum, Botrytis sp., Pythium sp., Armillaria
mellea e Lentinus sp. nas cultura de tomate, melio, melancia, batata, alface, espinafre,
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péssego, nectarina, ameixa, améndoa, macd, pera, uva, morango, mirtilo, framboesa e frutas
vermelhas.

Modo de agio: competicio, antibiose, inducio de resisténcia e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10° UFC/g de produto.

Método de aplicagio: tratamento do tronco utilizando 5 - 17 g/L de agua. Pintar as
feridas /o cortes de podas uma a duas vezes na temporada. Patogenos de solo: utilizar a
dosagem de 50 a 100 g/m’ de solo ou 0,1 - 0,2 g/planta. Repetir a cada quatro semanas, se
for necessario com no méaximo a cada quatro semanas. Patogeno da parte aérea: utilizar a
dosagem de 0,25 - 0,5 kg/ha, desde a floragio e repetir a cada 15 dias com no méaximo de
5 aplicacdes por temporada.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2102).

Empresa produtora: BINAB Bio-Innovation AB, Florettgatan 5 SE-254 67 Helsin-
gborg, Suécia. Agro Connexion. Santiago, Chile (Binab..., 2018; Chile, 2019).

BINAB (BINAB T PELLETS, BINAB TF WP, BINAB T WG, BINAB T VECTOR)

Principio ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma polysporum.

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
roseum, Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme, Botrytis sp., Verticillium sp.,
Rhizoctonia sp., Phomopsis mali, Phomopsis viticola, Sclerotium sp., Sclerotinia sp.,
Pythium sp., Heterobasidium sp., Chondrostereum purpureum, Armillaria mellea, Lentinus
sp., Phomopsis vaccini e Phomopsis obscurans em frutiferas.

Modo de agio: parasitismo e colonizagio do hospedeiro.

Formulagdes disponiveis: pellets e po-molhavel contendo Trichoderma polysporum
(IMI 206039) 32% p/p (320 g/kg), Trichoderma harzianum (IMI 206040) 32% p/p (320
g/kg) e co-formulantes c.s.p.c. 100% p/p (1 kg). Contém um minimo de 100.000 UFC/g.
Formulagio dos produtos Binab Bir e Binab Vector nio informado.

Métodos de aplicagio: usado em feridas e cortes de poda em tomate, melio, nectari-
na, ameixa, amendoeira, pera e videira aplicando 5 - 17 g/L de 4gua. Binab também pode
ser usado para o controle de patdgenos de solo na quantidade de 50 a 100 g/m* de solo
sendo 0,1 - 0,2 g/planta para videira, pessegueiro, nectarina, morango, framboesa e mirtilo.

Registro e comercializagio do produto: Binab T Pellets ¢ Binab TF WP sio comer-
clalizados na Suécia, Dinamarca, EUA e no Chile (importado pela Agro-Connexion). Na
Alemanha o produto ¢ registrado como biofortificante. Binab T Vector ¢ comercializado na
Suécia, Dinamarca e EUA.

Empresa produtora: Binab Bio-Innovation AB: http://binab.se/. Suécia (Binab..., 2018).
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Trichoderma harzianum e Trichoderma virens

ROOTSHIELD PLUS WP; ROOTSHIELD PLUS GRANULES

Principio ativo: Trichoderma harzianum T-22 e Trichoderma virens G41.

Doengas e patogenos visados: podriddes causadas por Pythium, Rhizoctonia,
Fusarium, Thielaviopsis, Phytophthora e Cylindrocladium nas culturas de amora, mirtilo,
groselha, framboesa, morango, alho, alho-poré, cebola, ornamentais de bulbo, laranja, toranja,
limas, pepino, meldo, abobora, flores e plantas ornamentais, berinjela, tomate, pimenta,
ervas, especiarias e menta, culturas hidroponicas (pepino, tomate, alface, ervas e especiarias),
rucula, aipo, endivia, alface, couve, acelga, mostarda, repolho, pera, marmelo, damasco, cereja,
péssego, ameixa, nectarina, améndoa, nozes, castanha, macadimia, pistache, batata, batata
doce, inhame, gengibre e em viveiro (maple, carvalho, uva, pinus, etc.). O produto RootShield
Plus Granules também é recomendado para feijio, soja, lentilha, ervilha, algodio, canola,
girassol, trigo, milho e aspargo.

Modo de agio: parasitismo, antibiose, competigio, solubilizacio de nutrientes inorga-
nicos para a absorcio radicular, indugdo de resisténcia e inativacio de enzimas do patogeno
envolvidas no processo de infeccio (Rootshieldplus, 2018).

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: protege a planta contra doencas
radiculares, durante 10 a 12 semanas, apos sua aplicacio. O fungo cresce em pH de 4 a 8 ¢
temperatura de 9 °C a 36 °C.

Formulagées disponiveis: RootShield Plus WP é comercializado em formulagio
po-molhavel contendo Trichoderma harzianum T-22 na concentragio de 1 x 10" UFC/g,
Trichoderma virens G-41 na concentragio de 5,3 x 10° UFC/g. Recomenda-se armazenar o
produto em condigio refrigerada. A vida de prateleira é de seis meses entre 10 a 25 °C, nove
meses entre 0 a 10 °C e 12 meses a 0 °C. RootShield Plus Granules é formulado em granulos
contendo as mesmas concentracdes do RootShield Plus WP.

Método de aplicagio: RootshieldWP é um fungicida bioldgico preventivo para o con-
trole de doencas de plantas. O produto é recomendado para tratamento de sementes, drgio de
propagacio, no solo e pulverizado nas plantas. Pode ser aplicado sozinho e/ou em mistura de
tanque. O produto RootShield Plus Granules pode ser aplicado em diferentes tipos de solo,
em mistura a base de turfa, casca de coco, bem como substrato utilizado em cultivo hidro-
ponico. Também, pode ser aplicado na mistura e rotagio com alguns fungicidas, inseticidas,
fertilizantes.

Registro e comercializagio do produto: Uniio Europeia, nos EUA e no Canada. O
produto ¢ certificado pela More Profitable Sustainability -MSP e Ecocert no Canada e pela
Organic Materials Review Institute - OMRI nos Estados Unidos.
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Empresa produtora: BioWorks, Inc. 100 Rawson Road Suite 205, Victor, NY 14564, USA
(Rootshield-plus..., 20182, 2018b).

Trichoderma harzianum e Trichoderma viride

FERTIMAX

Principio ativo: Trichoderma viride e Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: Pythium sp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis
cinerea, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia homoeocarpa e Ustilago tritici.

Modo de agio: parasitismo, antibiose e competicio.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: secreta as enzimas celulase e quitina-
se, destroi os patogenos fungicos, secretando substancias toxicas, como a glioxina, a viridina
e a tricodermina.

Formulacio e vida de prateleira: liquida soluvel contendo 2 x 10° UFC/ml. Vida de
prateleira: 2 anos.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Skymax Crop Science Ltd. India (Fertimax..., 2019).

POABS GREEN

Principio ativo: Trichoderma viride e Trichoderma harzianum.

Doengas e patdgenos visados: Phytophthora capsici em pimenta, Pythium sp., Pythium
aphanidermatum, Pythium vexans, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani em gengibre.
Rosellinia arcuata em cha. Nematoides da raiz da maioria das culturas.

Modo de agio: competigio.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: Poabs Biotech. fndia (Poabs..., 2019).

RADIX

Principio ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium
dahliae, Thielaviopsis basicola e Phytophthora capsici em flores, plantas ornamentais e
horticolas.

Modo de agio: competigio por espaco e nutrigio com patogenos do solo e pode agir por
meio de enzimas liberadas atacando as paredes celulares dos parasitas.
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Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma harzianum ICC 012 na concentragio
de 5 x 10" UFC/g e Trichoderma viride ICC 080 na concentragio de 5 x 10" UFC/g.

Métodos de aplicagio: ¢ indicado diluir o produto 24 horas antes tratamento, na pro-
porcio de menos 1 kg/10 L de 4gua para estimular a germinacio de conidios. Aplicar o
produto sozinho e 10 dias antes da aplicacio de outros produtos. Pode ser utilizado em fertir-
rigacio. Armazenamento em temperaturas inferior a 30 °C, em local seco e nio expostos a luz.

Registro e comercializagio do produto: Italia.

Empresa produtora: Certis Europe, Italia (Radix..., 2012).

TRICH-A-SOIL

Principio ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo, como Fusarium sp. e
Pythium spinosum.

Modo de agio: competigio.

Caracteristicas do produto: aplicar no sulco de semeadura proximo das sementes para
garantir a atividade bioldgica do ingrediente. Sensivel s aplicacdes conjuntas com fungicidas.
Assim. € essencial reaplicacio do produto apos aplicagdes de fungicidas quimicos.

Formulagio: grinulo dispersivel contendo 5 x 10" UFC/g.

Métodos de aplicagio: mudas: 20 g/100 m* na semeadura, na emergéncia e uma semana
antes de transplantar. Campo: 1,25 kg/ha no plantio.

Registro e comercializagio do produto: Austrilia.

Empresa produtora: Organic Crop Protectants Pty Ltd. Manufactured by Metcalf Bio-
technologies 211 Wyre Forest Road, Molesworth Tasmania, Australia 7140. Unit 1/61, Turrel-
la St, TURRELLA NSW 2205. www.ocp.com.au (Trich-a-Soil..., 2012).

VALERY PLUS

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: Botrytis cinerea em videira.

Modo de agio: parasitismo, antibiose e competicdo. A aplicagio deve ser dirigida na
regido onde esta afetada pela doenca.

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma harzianum (2,3 x 10° UFC/g) e
Trichoderma viride (2,3 x 10° UFC/g).

Método de aplicagio: tratamento foliar com 0,5 a 1 kg/ha. Se recomenda aplicar no
inicio do aparecimento da doenca, ou quando as condicdes climaticas forem favoraveis para

o desenvolvimento da doenca, preferencialmente de forma preventiva.
Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 030).
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Empresa produtora: Agrobioticos. Lima - Peru. http://agrobioticos.com/productos-2/
valery-plus/ (Peru, 2019).

Trichoderma harzianum, Trichoderma lignorum e Trichoderma koningii

NUTRI-LIFE TRICHO-SHIELD

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma lignorum e Trichoderma koningii.

Indicagio: Promotor de crescimento de plantas e raizes.

Modo de agio: promogio de crescimento associada aos metabolitos produzidos pelos
Trichoderma.

Caracteristicas do produto: este produto requer peneiramento quando aplicado com
equipamento de pulverizagio. Antes da aplicacio, misture o produto com agua para fazer
uma pasta. Esperar uma hora, em seguida, adicionar a fertirrigagio ou tanque de pulverizacio.

Formulagio: po-molhavel baseado em talco.

Métodos de aplicagio: aplicacio foliar: 1 kg/ha ou 5 g/L de agua para pulverizacio
localizada. Aplicagio no solo em culturas anuais: 1 - 2 kg/ha. Aplicar com a primeira fertir-
rigagio. Repetir apds quatro semanas. Culturas arboreas: 1 kg/ha ou 5 g/L de agua no inicio
da primavera. Tratamento de mudas: mergulhar as plantulas numa suspensdo 5 g/L de agua.
Tratamento de sementes: hortalicas - 5 g/kg de semente. Estacas: 10 g /L de 4gua para imersio.

Registro e comercializagdo do produto: Australia. Australian Certified Organic (ACO)
Registered Farm Input 456A1

Empresa produtora: Biological solutions Nutri-Tech Solutions P/L (NTS) 7 Harvest
Road. Yandina. Queensland 4561, Australia (Nutri-Life..., 2017b).

Trichoderma harzianum, Trichoderma virens e Trichoderma parceramosum

TRICHONATIVA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma virens e Trichoderma
parceramosum.

Doengas e patogenos visados: mofo cinzento, podridio de frutos e sarna da macieira
(Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Venturia inaequalis) em maga; podriddes de raizes e
tronco causadas por Phytophthora fragariae, Phytophthora citricola, Armillaria mellea
Phytophthora cactorum, Phytophthora dreschleri, Phytophthora megasperma, Phytophthora
citrophtora, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora nicotianae, Phytophthora cryptogea
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nas culturas de framboesa, mirtilo, morango, macd, pera, cereja, péssego, nos avel, abacate,
oliveira, laranja, tangerina, limoeiro e pomelo; mofo cinzento causado por Botrytis cinerea
em cereja, uva, framboesa, mirtilo, morango, roma e quivi; podridio de fruto (Fusicoccum sp.)
em mirtilo; podriddes de frutos causadas por Phytophthora cactorum, Phytophthora capsici,
Phytophthora nicotianae, Phytophthora megasperma, Phytophthora fragariae, Phytophthora
cryptogea em mamdo; e murcha de Verticillium, mofo branco e podriddo de tronco causadas
por Verticillium albo-atrum, Sclerotinia sclerotiorum, Chondrostereum purpureum em kiwi.

Modo de agio: competicio, antibiose e parasitismo. Apresenta efeito estimulante de
crescimento.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10’ conidios/mL.

Método de aplicagio: aplicacio foliar na dosagem de 1,5 - 2 L/ha. Aplicar na brotacio
e pos-colheita, através de irrigacio ou aspersio no solo (2 aplicagdes na temporada). Utilizar
a menor dose em plantacdes sem sintomas e a maior em plantagdes com sintomas. Trata-
mento de mudas na dosagem de 5 mL/L de agua, realizar a imersio da totalidade das raizes
no momento do transplante por dois minutos. Aplicacdes curativas: Injecio ao solo com 5
mL/L, com volume suficiente de mistura para cobrir o volume das raizes. Tratamento de solo
na dosagem de 1,5L/ha, realizar a aplicagdo a0 solo por irrigagio ou via “drench” no pico de
crescimento das raizes e em plena temporada (maximo 3 aplicacdes por temporada). Tratamen-
to de flores e pré-colheita na dosagem de 2 L/ha (150 mL/100L de 4gua), realizar a aplicacio
foliar com 50% da floracdo, frutos e em pré-colheita (1 ou 2 dias antes de colheita). Utilizar a
menor dose com calda de até 1000 L/ha e dose maior com caldas maiores. Se recomenda no
maximo 3 aplicacdes por temporada.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2587).

Empresa produtora: Bio Insumos Nativa SPA. Parcela Antilhue, lote 4 B2, Maule, Talca,
Chile. Martinez & Valdivieso, Chile (Chile, 2019).

Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Trichoderma longibrachiatum

3 TAC

Ingrediente ativo: Trichoderma viride, Trichoderma harzianum e Trichoderma
longibrachiatum.

Doengas e patdgenos visados: tombamento, oidio, mofo cinzento, mofo branco, mildio,
murchas, podriddes radiculares e manchas foliares causadas por Fusarium sp., Pythium sp.,
Alternaria sp., Botrytis sp., Sclerotinia, Erysiphe sp., Sclerotinia sp., Bremis sp., Phytophthora
sp., Septoria sp., Cercospora sp., de Leiveillula taurica, Stemphylium versicarium, Cercospora
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asparagi em alface, almacha, uva, quivi, tomate, framboesa, morango, cereja, ameixa, maga,
pera, cebola e mirtilo.

Modo de agio: competigio.

Caracteristicas do agente de controle biologico: fungicida biologico, formulado a partir
de conidios de Trichoderma viride, Trichoderma harzianum e Trichoderma longibrachiatum.

Formulagio: po-molhavel contendo 2,5 x 10° UFC/g.

Método de aplicagio: aplicagio foliar na dosagem de 1 - 2 kg/ha, aplicar a cada 20 dias
com no maximo de quatro aplicacdes por temporada desde a floragio até colheita. Calda de
1.000 - 1.500 L/ha. Usar a maior dose em condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento
da doenca. Aplicacio de solo na dosagem de 1 - 2 kg/ha em intervalos de 20 dias em qualquer
época do ano. Calda 600 L/ha. Usa a maior dose com maior pressio da doenga. Para aplicagio
foliar em alcachofra, aspargo, pimenta e tomate: 350 g/100 L. Para batata e uva 1000 g/100 L.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2602) e Peru (SENASA PBUA
030).

Empresa produtora: Pinturas Renner S.A. Av. Las Américas 221 Cerrillos, Santiago,
Chile. Avance Biotechnologies Chile S.A., Calle Nueva 5367, Conchali, Santiago de Chile
(Peru, 2019).

3 TACI/BETA

Ingrediente ativo: Trichoderma viride, Trichoderma harzianum e Trichoderma
longibrachiatum.

Doengas e patogenos visados: bacterioses, mofo cinzento, tombamento, mofo
branco, oidio, mildio e manchas foliares causadas por Pseudomonas syringae pv. syringae,
Xanthomonas arboricola pv. juglandis, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Pythium sp.,
Alternaria solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia minor, S. sclerotiorum, Erysiphe sp., Bremis
sp., Septoria lactucae e Cercospora longissima em cereja, noz, uva, kiwi, magd, pera, tomate,
cebola, framboesa, mirtilo, morango e alface.

Modo de agio: competigio por espago e nutrientes. Apresenta também agio como um
estimulante de crescimento.

Formulagio: po-molhavel na concentragio de 1 x 10° conidios/g,

Meétodo de aplicagio: aplicacio foliar: na dosagem de 1 - 2 kg/ha a cada 20 dias com
no maximo de quatro aplicagdes por temporada desde a floracio até colheita. Calda de 1.000
- 1500 L/ha. Usar a maior dose em condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento da
doenca. Aplicacio de solo: 1 -2 kg/ha periodicamente com intervalos de 20 dias em qualquer
época do ano. Calda 600 L/ha. Usar a maior dose com maior pressio da doenca.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2795).
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Empresa produtora: Avance Biotechnologies, Chile S.A. Calle Nueva 5367, Conchali,
Santiago, Chile (Tac-I-Beta..., 2017).

3 TAEX

Ingrediente ativo: Trichoderma viride, Trichoderma harzianum e Trichoderma
longibrachiatum.

Doengas e patogenos visados: podriddes do tronco causadas por Chondrostereum,
Fusarium, Botrytis, Heterobasidium, ~Alternaria ~ alternata, Penicillium, ~ Fusicocum,
Fomitiporella, Gloephylium coriolus, Aspergillus em mag, pera, péssego, cereja, oliveira,
quivi, mirtilo, uva e pinus.

Modo de agio: competigio.

Formulagio: pasta contendo 25 x 10° UFC/g,

Meétodo de aplicagio: tratamento de troncos e cortes: realizar a aplicagio imediatamente
depois da poda, pincelar até cobrir a zona de corte. Realizar no maximo duas aplicagdes por
temporada.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2664) e Peru (SENASA PBUA
188).

Empresa produtora: Pinturas Renner S.A. Av. Las Américas 221 Cerrillos, Santiago,
Chile. Avance Biotechnologies Chile S.A., Calle Nueva 5367, Conchali, Santiago de Chile
(Chile, 2019; Peru, 2019).

TRICHONATIVA HORTALIZAS

Ingrediente ativo: Trichoderma viride, Trichoderma harzianum e Trichoderma
longibrachiatum.

Doengas e patogenos visados: tombamento, mofo branco e mofo cinzento causados
por Phytophthora capsici, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp., Botrytis cinerea
em Pimentio, pimenta, brocolis, repolho, couveflor, cravo, tomate, alface, leucadedron, pro-
tea, beterraba e pinus.

Modo de agio: competigio, antibiose e parasitismo de fungos fitopatogénicos.

Formulagio: suspensio concentrada contendo 1 x 10° conidios/mL.

Método de aplicagio: pimentio e pimentas: 0,1 L/ha. Aplicar na semeadura, trans-
plante e 10 dias apos o transplante por meio de irrigagio ou aspersio no solo com calda
variando de 200 a 600 L/ha, segundo o tamanho das plantas. Para brassicas: 5 mL/L
de agua. Aplicar a cada 20 dias, por meio de irrigagio ou pulverizagio do substrato.
Aplicagio na formacio da cabega e corte da cabega em repolho, para sementes com calda
de 200 a 600 L/ha, segundo o tamanho das plantas. Para alface: 1 L/ha no transplante,
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aplicacdo por irrigacdo. Para apodrecimento cinzento aplicar via foliar a cada 15 dias,
com calda de 200 a 400 L/ha.

Registro e comercializagio do produto: Chile (SAG 2859).

Empresa produtora: Bio Insumos Nativa SPA. Parcela Antilhue, lote 4 B2, Maule, Talca,
Chile (Chile, 2019).

Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Trichoderma koningii

FITOTRIPEN WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii e Trichoderma viride.

Doengas e patogenos visados: tombamento, murcha de Phytophthora e murcha de Fu-
sarium causados por Rhizoctonia solani, Phytophthora spp. e Fusarium spp. em crisintemo,
abacate, tomilho, alecrim, baunilha, estragio, orégano, café, maracuja, tomate, alho, pimentio
e berinjela.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: pé-molhavel formulado a partir de conidios de Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningii, Trichoderma viride. Concentracio de 1 x 10° conidios viveis/g.

Método de aplicagio: aplicar no solo a dose de 50 g/canteiro, ou foliar na dosagem de
1 g/L, a cada 12 semanas dentro do programa de aplicagdo. Para a cultura do arroz aplicar a
dose de 250 - 400 g/ha. Tratamento de sementes: 250 - 500 g/t de sementes ou 2 a 3 g/L para
aplicar sobre sementes pré-germinadas.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 4658).

Empresa produtora: Natural Control S.A. - Kilometro 3 Vereda San Nicolas-La Ceja,
Rionegro, Departamento Antioquia - Colombia (Fitotripen..., 2019; Instituto Colombiano
Agropecuario, 2018).

TRIBIOL WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Trichoderma koningii.

Doengas e patogenos visados: tombamento, causado por Rhizoctonia solani, em to-
mate.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: po-molhavel contendo 5 x 10° conidios vidveis/g.

Método de aplicagio: aplicagio no solo deve ser de forma preventiva em sementeiras
e em diferentes etapas dos cultivos, reduzindo o aparecimento de doengas provocadas por
fungos na grande maioria dos cultivos.
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Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 7614).
Empresa produtora: Bioproteccion S.A.S - Cenicafe La Granja, Chinchin, Caldas, Co-
16mbia ((Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Tribiol..., 2019).

Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii e
Trichoderma polysporum

CUSTOM GP

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii e
Trichoderma polysporum.

Indicagio de uso: probidtico de solo.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Formulages: tablete efervescente ou liquido concentrado.

Método de aplicagio: tratamento de semente, raiz e aplicacio foliar.

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresa produtora: Custom Biologicals Inc. Deerfield Beach, Florida, EUA (Custom,
2018).

Trichoderma spp. em mistura com outros fungos

SAFERSOIL WP

Ingrediente ativo: Trichoderma asperellum, Trichoderma atroviride, Trichoderma
harzianum e Paecilomyces lilacinus.

Doengas e patogenos visados: tombamento e nematoides de galhas, causados por
Rhizoctonia solani e Meloidogyne spp. em tomate e crisintemo.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: pé-molhavel contendo 5 x 10° conidios/g de Trichoderma asperellum,
Trichoderma atroviride e Trichoderma harzianum e 5 x 10° conidios/g de Paecilomyces
lilacinus.

Método de aplicagdo: aplicar nos cultivos de flores, frutas, tomate, banana, batata e
café nas doses de 1 g/L de agua ou 20 g/canteiro de 36 m* ou 0,5 a 1 kg/ha via “drench”
direcionado ao solo.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 9134).
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Empresa produtora: Safer Agrobiologicos S.A.S - Cra. 50c 10 Sur-185, Medellin, Antio-
quia, Colémbia. (Instituto Colombiano Agropecuario, 2018; Safersoil..., 2019).

SHAKTI

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Paecilomyces lilacinus.

Doengas e patogenos visados: doencas radiculares como murchas, tombamento,
Ganoderma sp., podrides radiculares em cana-de-aglicar, chd, café, gramados, tomates,
pimentdo, cebola, alho, repolho. Paecilomyces lilacinus controla nematoides na maioria das
culturas.

Métodos de aplicagio: tratamento de sementes: 4 - 5 g/10 mL de agua/kg de semente.

Registro e comercializagio do produto: India.

Empresa produtora: Nivshakti Bioenergy Pyt Ltd. India (Shakti..., 2019).

TROMBO WP

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Saccharomyces cereviseae.

Indicagio de uso: inoculo microbiano para acelerar a compostagem.

Caracteristicas do produto: contém cepas de Saccharomyces cerevisiae e Trichoderma
harzianum que aceleram os processos de decomposicio da matéria orgnica e regulam a ativi-
dade de organismos patogénicos.

Formulagio: po-molhavel na concentracio de Trichoderma harzianum 1 x 10° UEC/g e
Saccharomyces cerevisiae 1 x 10* UFC/g de produto.

Meétodo de aplicagio: em residuos organicos de colheita: 2,5 - 5 g/L 4gua. Em compos-
tagem: 120 g/t.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6186).

Empresa produtora: Bio-Crop Ltda. Carrera 24 n 21-31 Palmira, Departamento Valle,
Colémbia (Trombo..., 2011; Instituto Colombiano Agropecuario, 2018).

TROPIMEZCLA WP

Ingrediente ativo: Trichoderma spp., Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces lilacinus e Saccharomyces cereviseae.

Doengas e patogenos visados: mancha de alternaria (Alternaria spp.) em cebola.

Modo de agio: competigio por nutrientes, antibiose e parasitismo.

Formulagio: pé-molhavel formulado a partir de conidios de Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus, Trichoderma spp., Saccharomyces cereviseae
contendo 1 x 10° conidios vidveis/g.
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Meétodo de aplicagio: em sementeiras e campo: 2 - 4 g/L. Cultivos estabelecidos: 1 kg/
ha. Pode-se misturar com adubo orgdnico compostado.

Registro e comercializagio do produto: Colombia (ICA 6113).

Empresa produtora: Soluciones Microbianas del Tropico S.A.S - km 2 via, Palestina, Par-
que Industrial las Delicias, Bodega 15., Chinchina, Caldas, Colémbia. INVESA - Envigado,
Colombia. https://www.invesa.com/agro/tropimezcla-wp/. Acesso em: 28 fev. 2019 (Instituto
Colombiano Agropecuario, 2018).

Trichoderma spp. em mistura com bactérias

ANNAPURNA

Principio ativo: Trichoderma sp., Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium; bactérias solu-
bilizadoras de fosfato; bactérias mobilizadoras de potassio e Pseudomonas.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: tratase de um adubo orginico a
base de fibra de coco, torta de nim, torta de mamona, torta de pongimia, vermicomposto e
enriquecido com os varios microrganismos.

Formulagio: po-molhavel.

Meétodos de aplicagio: 90 - 120 kg/ha

Registro e comercializagio do produto: India,

Empresa produtora: Multiplex Group of Companies, fndia (Annapurna, 2018).

ANOKA

Principio ativo: Trichoderma viride e Pseudomonas fluorescens.

Doengas e patogenos visados: podridio da raiz (Pythium spp.), podridio do colo
(Phytophthora, Rhizoctonia), murcha de Fusarium (Fusarium spp.) e doencas bacterianas.

Modo de agio: competicio por espaco e nutrientes, parasitismo e promogio de crescimento.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo 10° UFC/g. Vida de prateleira:
12 meses.

Meétodos de aplicagio: pulverizagio: 5 g/L de agua. Tratamento de sementes: 10 g/kg de
semente (adicionar pouca gua, fazer uma pasta e misturar com as sementes). Para tubeérculos
e mudas: 500 g/50 L de agua e deixe mergulhado por 5 minutos.

Registro e comercializagio do produto: india.

Empresa produtora: K N Bio Sciences Pvt. Ltd., India (Anoka..., 2018).
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BIOTAMAX

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii e
Trichoderma polysporum, Bacillus laterosporus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Bacillus pumilus, Bacillus subtilis e Paenibacillus polymyxa.

Indicagio de uso: inoculante e biofertilizante,

Modo de agio: os microrganismos produzem hormonios vegetais que estimulando o
crescimento do sistema radicular da planta.

Formulagio: tablete efervescente.

Método de aplicagio: tratamento de semente e no solo: 1 tablete/galio de agua

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresa produtora: Custom Biologicals Inc. Deerfield Beach, Florida, EUA (Custom,
2018).

BIOTAGREEN

Principio ativo: quatro espécies de Trichoderma, seis espécies de bactérias e uma espécie
de bactéria fixadora de nitrogénio.

Uso: probidtico para gramados de golf.

Modo de agio: solubilizacio de nutrientes.

Formulagio e vida de prateleira: tablete efervescente. Validade de trés anos.

Método de aplicagio: diretamente na grama.

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresa produtora: Custom Biologicals Inc. Os produtos sdo fabricados e distribuidos
nas instalagoes em Deerfield Beach, Florida, EUA (Biotagreen..., 2013).

BIO EFFEKT

Principio ativo: Trichoderma viride, Trichoderma lignorum e Bacillus subtilis.

Doengas e patdgenos visados: Fusarium spp., Helminthosporium spp., Rhizoctonia
spp., Pythium spp., Sclerotium spp., Alternaria spp., Verticillium spp. e Phytophthora spp.

Modo de agio: utilizado para decomposicio de restos culturais e controle de fitopato-
genos. Tanto o Trichoderma lignorum quanto o Trichoderma viride atuam por competicio,
parasitismo e antibiose.

Formulagio e vida de prateleira: liquida contento 2 x 10° UFC/mL dos microrganis-
mos. Validade de até 6 meses.

Método de aplicagio: cereais e leguminosas (1,5 - 2,5 L/ha); milho, girassol e colza
(2,0 - 3,0 L/ha); beterraba-sacarina (2,0 - 2,5 L/ha) e hortaligas (4,0 - 5,0 L/ha) com calda de
300 L/ha, para tratamento de residuos vegetais com incorporacio do solo ou 400 L/ha, com
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tratamento do residuo vegetal sem incorporacio do solo. Frutiferas e videiras (4,0 - 5,0 L/ha)
para o tratamento de folhas caidas no outono, na forma de prevengio do desenvolvimento de
doencgas (calda de 400 - 600 L/ha).

Registro e comercializagio do produto: Russia.

Empresa produtora: Biona (Buona). Escritorio Central em Belgorod: 308015, Federacio
Russa, Belgorod, ul. Chicherina, 3B. 308015, Poccuiickas ®@egepanus, r. Benropor,
yn. Ynuepuna, 3B, Russia (Bioeffekt..., 2018).

BIO VAM

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii Athrobacter glovirormis,
Azobacter chrococcum, Azobobacter vinelandii, Bacillus subtillis, Pseudomonas alcaligenes e
Pseudomonas putida.

Modo de agio: aumenta o vigor e a viabilidade das plantas, estimulam que as plantas
resistam as doengas fungicas e insetos destrutivos. Aumenta a absorcio de agua e o fluxo de
nutrientes minerais nas raizes.

Formulagio: minimo de 1 x 10* células/mL.

Método de aplicagio: tratamento de raizes.

Registro e comercializagio do produto: EUA e Canada.

Empresa produtora: T&] Enterprises. Thomas Giannou 2328 W. Providence Ave. Spo-

kane, Washington 9905 USA (BIO VAM, 2018).

BIOZERA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis.

Efeitos e Alvos: promotor de crescimento de quinoa, gergelim, amaranto, chia, milho,
frutas, hortalicas, melancia e feijio.

Modo de agio: promotor de crescimento.

Caracteristicas do produto: ¢ um promotor de crescimento radicular que secreta fito
hormonios e promove o desenvolvimento das plantas.

Formulagio: po-molhavel contendo 1,5 x 10" UFC/g de Trichoderma e 3 x 10" UFC/g
de Bacillus.

Método de aplicagio: tratamento de sementes: 200 g/3 kg de sementes de quinoa, gerge-
lim, amaranto e chia. Para milho: 600 a 800 g/50 kg de sementes. Hortaligas: utilizar 10 L/200
L de agua por meio de aplicacio foliar 15 a 30 dias apds o transplantio das mudas. Em batata
utilizar 10 L/ha por meio de aplicacio foliar, aos 15 a 30 dias depois da emergéncia das plantas.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 3578).
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Empresa produtora: Fundacion Proinpa. Av. Menezes, s/n km 04, Cochabamba, Bolivia.
Biotop. Av. Menezes, s/n km 04, Cochabamba, Bolivia (Biozera..., 2018; Ortuiio et al., 2011).

BIOZERA - L

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis.

Indicagio de uso: promotor de crescimento de quinoa, gergelim, amaranto, chia, milho,
frutas, hortalicas, melancia e feijio.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Caracteristicas do produto: é um promotor de crescimento radicular, secreta fito hor-
monios, que promovem o desenvolvimento de raizes, aumenta o volume radicular, melhora a
absorcio de nutrientes e agua.

Formulagio: concentrado emulsionavel contendo Trichoderma harzianum na concentra-
¢io de 1 x 10" UFC/g e Bacillus subtilis na concentracio de 1,5 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: utilizar no momento da semeadura, via aplicagio no sulco de
plantio. Dosagem 500 mL/ha para as culturas de gergelim, chia, milho, feijdo. Para frutas e
hortaligas utilizar a dosagem de 1 L/ha.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 3516).

Empresa produtora: Fundacion Proinpa. Av. Menezes, s/n km 04, Cochabamba, Bolivia
(Ortufio et al., 2011).

COMPETE PLUS

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus,
Bacillus subtilss, Bacillus licheniformis e Azotobacter chroococcum.

Doengas e patdgenos visados: patogenos habitantes do solo. Melhora a rizosfera e o
uso eficiente de minerais, degrada matéria organica, aumenta a tolerancia a estresse abiotico e
colabora na fixagdo de nitrogénio.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Formulagio: ¢ uma mistura de Bacillus amyloliquefaciens (2 x 10° UFC/g); Bacillus
pumilus (2 x 10°UFC/g); Bacillus subtilis (1 x 10°UEC/g); Bacillus licheniformis (1 x 10°
UFC/g); Azotobacter chroococcum (2 x 10°UFC/g); Trichoderma harzianum (2 x 10° UFC/g)
e substancias fulvicas/hiimicas (14,75%).

Métodos de aplicagio: em solo em casa de vegetacio (2 kg/ha) e viveiros (2 kg/ha). A
recomendacio ¢ que produto seja diluido em 400 a 1000 litros de agua/hectare e aplicado
dentro 4 a 6 horas apos a mistura. Diferentes doses podem ser aplicadas para a recuperagio de
campos em condigdes pobres.
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Registro e comercializagio do produto: Holanda, Bélgica, Dinamarca, Alemanha, Ita-
lia, Islindia, Espanha, Reino Unido e Noruega.

Empresa produtora: Plant Health Cure B.V. - P.O. Box 103 5060 AC Oisterwijk. 013 -
7200 300. The Netherlands (Compete-plus..., 2018).

PHC BIOPAK-F

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Streptomyces griseoviridis, Bacillus pumilus,
Bacillus azotofixans, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus polymyxa e Bacillus
subtilis.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo como Rhizoctonia,
Pythium, Fusarium e outros.

Modo de agio: os microrganismos selecionados facilitam a absorcio de nutrientes pela
raiz, fixando o nitrogénio atmosférico e disponibilizando P, K e Ca. Trichoderma harzianum
atua por competicio e parasitismo.

Formulagio: ¢ formulado com extrato soluvel de alga marinha (Ascophyllum
nodosun), acido himico, maltodextrina, extrato de levedura, inertes e organismos benéficos
microencapsulados nas concentracdes de: Streptomyces griseoviridis - 10° UFC/g, Bacillus
pumilus- 6,5 x 10"UFC/g, Bacillus azotofixans - 1,5 x 10"UFC/g, Bacillus licheniformis - 6,5
x 10"UFC/g, Bacillus megaterium - 6,5 x 10" UFC/g, Bacillus polymyxa - 1,5 x 10" UFC/g e
Bacillus subtilis - 6,5 x 10" UFC/g.

Método de aplicagio: tratamento de semente, fertirrigacio e pulverizacio.

Registro e comercializagio do produto: EUA e México.

Empresa produtora: Plant Health Care de México, S. de RL. de C.V. Av. Ceylan, 959,
Bodega, 26. Col. Industrial Vallejo. Cidade do Meéxico, México 02300 (PHC, 2013).

SHOCKER

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum CPQBA  040-11DRM09, Bacillus
amyloliquefaciens CPQBA 040-11DRM01 e CPQBA 040-11DRM04

Doengas e patogenos visados: Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum.

Modo de agio: antibiose, antagonismo, parasitismo e competicio.

Formulagio e vida de prateleira: po-molhavel contendo Trichoderma harzianum (1 x
10" UFC/g) e Bacillus amyloliquefaciens (1 x 10" UFC/g). Validade de 180 dias em tempera-
tura ambiente.

Meétodo de aplicagio: para Rhizoctonia: 90 - 250 g/100 kg de sementes. Para Sclerotinia:
300 - 600 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Brasil (Mapa 33918).
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Empresa produtora: Agrivalle Brasil Industria e Comércio de Produtos Agricolas Ltda.
Av. Tranquilo Giannini, 1090; 13329000 Salto, SP, Brasil (Agrofit, ¢2003).

SUBTITRICHO

Principio ativo: Trichoderma e bactéria.

Doengas e patogenos visados: Botrytis, Alternaria, Fusarium, Rhizoctonia, etc.

Formulagées disponiveis: liquida e po.

Meétodo de aplicagio: recomendam-se no minimo trés aplicacdes, sendo preventiva (1
- 2 L/ha) e corretiva (2 - 3 L/ha). Recomendado para hortalicas, frutas, legumes e plantas
ornamentais.

Registro e comercializagio do produto: EUA e México.

Empresa produtora: Biotecnologia Agroindustrial S.A. de C.V. Norte Doce 230 3ra etapa
Cd. Industrial. Morelia, Michoacan 58200, México (Subtitricho..., 2019).

TNC Tricorr

Principio ativo: Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma reesei, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis.

Doengas e patogenos visados: Botrytis e Pythium e Fusarium.

Modo de agio: estimula a germinacio de sementes. Induz resisténcia, melhora o cresci-
mento e o rendimento.

Formulagio: po-molhavel contendo 1 x 10" UFC/kg de Trichoderma hamatum,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum e Trichoderma
reesel, e 4 x 10" UFC/kg de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus licheniformis.

Meétodos de aplicagio: misturar 1 g/5 L de substrato de cultivo; 10 g/50 L de fibra de
coco e 200 g/m* de substrato.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: The Nutrient Company. Reino Unido (Tricorr, 2018).

TRICOBAL

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis, Bacillus subtilis
e Bacillus amyloliquefaciens.

Efeitos e Alvos: promotor de crescimento de quinoa, milho, gergelim, feijio e hortalicas.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Formulagio: pé-molhavel contendo Trichoderma harzianum e Trichoderma koningiopsis
(1x 10" conidios/g) e Bacillus subtilis (4 x 10° UEC/g).
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Método de aplicagio: tratamento de solo: 2 kg/ha. Tratamento de semente: fazer uma
pasta em agua na proporcdo 1:1 e aplicar nas sementes.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 2106).

Empresa produtora: Fundacion Proinpa. Av. Menezes, S/N, Km 04, Cochabamba, Boli-
via (Ortufio et al., 2011; Tricobal..., 2019).

TRICOBAL L

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis e Bacillus subtilis.

Efeitos e Alvos: promotor de crescimento de soja e milho.

Modo de agio: promogio de crescimento.

Formulagio: emulsio contendo Trichoderma harzianum (12 x 10° UFC/mlL),
Trichoderma koningiopsis (1,2 x 10° UFC/mL) e Bacillus subtilis (1,5 x 10° UFC/mL).

Método de aplicagio: para a cultura da soja: 200 mL/100kg de sementes. Para a cultura
do milho: 100 mL/20 kg de sementes.

Registro e comercializagio do produto: Bolivia (SENASAG 3621).

Empresa produtora: Fundacion Proinpa. Av. Menezes, S/N, Km04, Cochabamba, Boli-
via (Ortufio et al., 2011; Tricobal..., 2019).

TRICONOVA

Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis e Bacillus subtilis.

Doengas e patogenos visados: Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea.

Modo de agio: antibiose, antagonismo, parasitismo e competicio.

Formulagio: concentrado soluvel contendo Trichoderma harzianum (4 x 10" conidios
viaveis/g), Trichoderma koningiopsis (1 x 10” conidios /g) e Bacillus subtilis (4 x 10 UFC/g).

Meétodo de aplicagdo: para as culturas de quinoa e cebola: 0,5 a 0,75 L/ha. Para abacate
e citros: 0,5 L/ha. A época e frequéncia da aplicagio é condicionada a severidade da doenca.
Por ser um produto biolégico, utilizar de forma preventiva.

Registro e comercializagio do produto: Peru (SENASA PBUA 0307).

Empresa produtora: Novagri S.A.C. Arequipa, Peru (Peru, 2019).

Trichoderma spp. em mistura com outros fungos e bactérias

BIOFIT RUT
Ingrediente ativo: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Penicillium billai,
Paecilomyces lilacinus e Azospirillum brasiliense.
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Modo de agio: solubilizagio de fosfato e fixador de nitrogénio.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: inoculante biologico.

Formulagio: po-molhavel contendo esporos de Bacillus subtilis (1,25 x 10° UFC/g),
Penicillium billai e Paecilomyces lilacinus (1,25 x 10" UFC/g), Trichoderma harzianum (1,35
x 10° UFC/g) e Azospirillum brasilense (1,25 x 10 * UFC/g).

Meétodo de aplicagio: aplicar no sistema de irrigagio a cada duas semanas, iniciando no
transplante até a floragio ou formagio de frutos. Dose de 2 a 4 kg/ha.

Registro e comercializagio do produto: Colémbia (ICA 11161), México e EUA.

Empresa produtora: Soluciones Microbianas del Tropico. km 2 via Palestina, Parque
Industrial las Delicias, Bodega 15, Chinchin, Caldas, Colombia. Innovak Global. http://
www.innovakglobal.com/productos/agrobiologicos/biofit-rtu/. Chihuahua, Mexico (Institu-
to Colombiano Agropecuario, 2018).

MICOSAT F

Principio ativo: Trichoderma harzianum THOL, Pochonia chlamydosporia PC 50,
Agrobacterium radiobacter AR 39, Bacillus subtilis BA 41 e Streptomyces spp. SB 14.

Doengas e patdgenos visados: patogenos habitantes do solo, melhora o desenvolvimen-
to radicular e induz a resisténcia.

Modo de agio: desenvolvimento das raizes e aumento nas defesas naturais da planta,
menor suscetibilidade a patogenos.

Formulag6es disponiveis: granulos, WP e p6 na concentragio de 12,4 x 10" UFC/g.

Meétodos de aplicagio: tratamento de sementes, pulverizagio foliar e distribuicio no
solo.

Registro e comercializagio do produto: Italia e Holanda.

Empresa produtora: C.C.S. AOSTA Quart (AO). Frazione Olleyes 9, 11020, Italia (Mi-
cosat..., 2018).

OREGONISM XL

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Glomus aggregatum,
Glomus etunicatum, Glomus intraradices, Glomus mosseae, Pisolithus tinctorius, Scleroderma
cepa, Scleroderma citrinum, Saccharomyces cerevisiae, Azotobacter chroococcum, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus azotoformans, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Paenibacillus durum,
Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas aureofaciens e Pseudomonas fluorescens.

Modo de agio: aumenta a absorcio de nutrientes, estimula o sistema radicular e ajuda a
planta a resistir ao estresse.
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Meétodo de aplicagio: pode ser aplicado no tratamento de mudas e estacas, no substrato
de plantio e via irrigagio.

Registro e comercializagio do produto: EUA.

Empresas produtoras: Aurora Innovations. PO Box 22041, Eugene, OR 97402, USA
(Oregonism..., 2019).

Trichoderma spp. em mistura com micorrizas e bactérias

AYUSH

Principio ativo: Trichoderma viride, Pseudomonas fluorescens e micorrizas.

Doengas e patogenos visados: sigatoka, mal do panamd, nematoides na cultura da
banana, podriddo de tubérculos, podridio de raiz, podridio de caule e ferrugem.

Modo de agio: promove crescimento de plantas.

Métodos de aplicagio: semeadura: 1 kg/100 kg de vermicomposto e adicionar 19 kg de
composto de nim; misturar e manter por uma semana na sombra, em seguida, aplicar na zona
radicular dos tubérculos. Para aplicar na zona radicular (via “drench”): 1 kg/200 L de 4gua e
adicionar 500 g de nim, 5 kg de composto de amendoim, 1 kg de aglicar mascavo, 3 L de urina
de vaca, 5 kg de esterco de vaca. Manter a mistura por 24 horas, misturando por 3 - 4 vezes.

Registro e comercializagio do produto: {ndia.

Empresa produtora: K. N. Bio Sciences. India. http://www knbiosciences.com/ayush-a-
griculture. Acesso em 08/03/2019.

BACTIVA

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Trichoderma reeser, Trichoderma viride,
Gliocladium virens, Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Pseudomonas
fluorescens e Ascophyllum nodosum.

Doengas e patogenos visados: patdgenos habitantes de solo, como Pythium, Fusarium,
Phytophthora, Rhizoctonia e Verticillium em cultivo de algodio, grios, cana-de-aglicar, horta-
licas e em viveiros florestais.

Modo de agio: Trichoderma spp. atua por competicio da regido da rizosfera, parasitis-
mo e antibiose. As bactérias estimulam o crescimento do sistema radicular pela producio de
hormonios e solubilizagio do fosfato.

Formulagio e vida de prateleira: pé-molhavel contendo 1% de Trichoderma harzianum,
Trichoderma reeser, Trichoderma viride e Gliocladium virens, na concentragio de 1 x 10°
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UFC/g 2% de Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium e Pseudomonas
fluorescens, na concentracio de 1 x 108 UEC/g; 10% de Ascophyllum nodosum; 20% de acido
falvico e 67% de caulim. A vida de prateleira ¢ de 18 meses.

Meétodo de aplicagdo: pulverizagio e no sistema de irrigacio.

Registro e comercializagio do produto: América Central e do Norte e Europa.

Empresa produtora: Tecnologias Naturales Internacional S.A. Av. Tecnolégico 709, Col.
Cd. Industrial. C.P. 38010 Celaya, Gto. México (Bactiva..., 2018).

BIOCULT MYCORRHIZA WS

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Glomus mosseae, Glomus intraradices, Glo-
mus etunicatum e Scutellospora dipurpurescens.

Uso recomendado: bioestimulante para arvores, videiras, vegetais, cana-de-agucar e flores.

Modo de agio: promogio de crescimento, competigio por espago e por nutrientes, para-
sitismo de patogenos e indugio de resisténcia.

Formulagio e vida de prateleira: po para preparacio de pasta em agua (WS) contendo
10* UFC/g. O produto pode ser armazenado em temperatura ambiente por até seis meses e
por um ano entre 5 e 10 °C.

Métodos de aplicagio: misturar 200 g/10 L de agua. Aplicar por meio de irrigacio.
Aplicagio em campo: 200 g/ha. Tratamento de semente: 200 g/ha.

Registro e comercializagio do produto: Zimbia, Malaui, Namibia e Zimbabue.

Empresa produtora: Biocult, NuLandis. Zdmbia (Biocult..., 2018).

BIOPLANTGUARD

Principio ativo: Trichoderma spp., micorrizas, bactérias e produtos fermentados.

Doengas e patogenos visados: Fusarium, Verticillium, Sclerotinia, Botrytis, Pythium e
Rhizoctonia.

Modo de agio: indugdo de resisténcia a patdgenos e promocio de crescimento.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: contém mistura de micélio de fungo
benéficos para as culturas, com base em varias espécies, incluindo Trichoderma spp. e enzimas
com atividade estimulante, como quitinase, glucanase e xilanase.

Formulagio: matriz organica contém 3% de matéria vegetal simples ndo compostada.
A este material sio incorporados conidios e micelio de Trichoderma na concentragio de 107
UFC/mL; 1 g/L de enzimas; 0,5% de bactérias da rizosfera: 0,5%; 1% de micorriza; 1 L de
agua e glicerol como conservante.

Métodos de aplicagio: ¢ recomendado para o tratamento de sementes, plantas e frutos.
O produto pode ser usado na pulverizagio da parte aérea, imersio de mudas ou sementes para
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semeadura ou transplante, misturado com agua de irrigacio, misturado com solo e substratos
para canteiros ¢ viveiros. O produto é compativel com a maioria dos sistemas aplicagio de
tratamentos fitossanitarios ou de fertilizacio

Registro e comercializagio do produto: Italia.

Empresa produtora: SA.LPAN. stl - via L. Angelloni, 3, 84013 Cava de Tirreni (Sa),
[talia (Bioplantguard..., 2018).

CONDOR

Principio ativo: Trichoderma atroviride, Glomus spp. e bactérias da rizosfera.

Doengas e patogenos visados: Alternaria, Armillaria, Botrytis, Colletotrichum,
Fusarium, Phytophthora, Pyrenochaeta, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Xanthomonas, etc.

Modo de agio: indugio de resisténcia a fitopatogenos.

Caracteristicas do agente de controle bioldgico: o produto tem em sua composi¢io
fungos micorrizicos e Trichoderma atroviride. O isolado de Trichoderma coloniza a rizosfera
das plantas o que favorece a protecio contra patogenos.

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma atroviride 1 x 10° conidios/g; Glomus
spp. 10 esporos/g; bactérias da rizosfera 1 x 107 UFC/g e 7% de uma matriz orginica.

Meétodos de aplicagio: é recomendado para horticultura, pomares e arvores. E aconselhd-
vel realizar os tratamentos com antecedéncia e repetir 30 a 15 dias (a partir de pré-semeadura
ou pré-transplante) e no aparecimento dos primeiros sintomas.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: Italpollina S.p.a. Localita Casalmenini, 10, 37010, Rivoli Veronese
(VR) Italpollina USA, Inc., 1800 Purdue Pkwy., Anderson, IN 46016 (Condor, 2018).

GREAT WHITE PREMIUM MYCORRHIZE

Principio ativo: Trichoderma koningti, Trichoderma harzianum, fungos micorrizicos e
bacterias.

Indicagio de uso: promotor de crescimento.

Modo de agio: promogio de crescimento de plantas e raizes.

Formulagdes disponiveis e vida de prateleira: contém os seguintes fungos
endomicorrizicos: Glomus aggregatum, Glomus intraradices, Glomus mosseae, Glomus
etunicatum, Glomus clarum, Glomus monosporum, Paraglomus brazilianum, Glomus
deserticola, Gigaspora margarita; e os seguinte ectomicorrizicos: Pisolithus tinctorious,
Rhizopogon luteolus, Rhizopogon fulvigleba, Rhizopogon villosullus, Rhizopogon
amylopogon, Scleroderma citrinum e Scleroderma sp. Também contém as seguintes bactérias:
Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus azotoformans,
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Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis, Bacillus
amyloliquefaciens, Paenibacillus durum, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas aureofaciens
e Pseudomonas fluorescens na concentragio de 5,25 x 10° UFC/g. Contém Saccharomyces
cerevisiae, Trichoderma koningii (1,87 x 10° UFC/g) e Trichoderma harzianum (1,25 x 10°
UFC/g).

Métodos de aplicagio: tratamentos de sementes, estacas, em sistemas hidroponicos e
em vasos.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: Plant Success. Reino Unido (Plant Success..., 2018).

MICOSAT F TAB PLUS WP

Principio ativo: Trichoderma harzianum THOL, Trichoderma viride TV03, Bacillus
subtilis BA41, Streptomyces sp. SB19, Glomus coronatum GU53, Glomus caledonium GM24,
Glomus. mosseae GP11 e Glomus viscosum GC 41 e Rhizophagus irregularis RI31.

Doengas e patogenos visados: patogenos habitantes do solo, nematoides fitopatogéni-
cos e Insetos.

Modo de agio: indugio de resisténcia a bactérias, fungos fitopatogénicos habitantes do
solo, 1nsetos e nematoides.

Formulagées disponiveis: granulada e pé-molhavel.

Métodos de aplicagio: aplicado preventivamente. Tratamento de sementes, pulverizagio
foliar e distribuicio no solo e fertirrigacio. Dose de 2 kg/ha.

Registro e comercializagio do produto: Italia e Holanda.

Empresa produtora: C.C.S. AOSTA Quart (AO). Frazione Olleyes 9, 11020, Italia (Mi-
cosat..., 2017).

MICOVER GOLD e MICOVER PLUS

Principio ativo: Trichoderma harzianum, Glomus spp. e Pseudomonas spp.

Doengas e patogenos visados: patogenos de solo (Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia
solani, Phoma, Sclerotinia, Verticillium, Armillaria mellea) em tomate, berinjela, abobrinha,
batatas, meldo e outras cucurbitaceas, cebola, alho, aipo, ervilhas, manjericio e outras ervas,
flores, gramados, trigo, cevada, milho, arvores frutiferas e ornamentas.

Modo de agio: colonizacio da rizosfera e promogio do desenvolvimento da raiz pro-
porcionando o aumento de absorgio de nutrientes e indugio resisténcia a estresses bioticos
e abioticos.

Formulagées disponiveis: Micover Gold: microgranulos contendo Trichoderma
harzianum 5,0 x 10" CFU/g, Glomus spp. 1,4 propagulos/g, Pseudomonas spp. 1,0 x 10°
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CFU/g. Micover Plus: Formulado como p6 molhavel contendo Glomusspp. 16,0 propagulos/g,
Trichoderma harzianum 2,6 x 10" CFU/g e Pseudomonas spp. 1,0 x 10%.

Métodos de aplicagio: Micover Gold deve ser aplicado durante a semeadura, transplante
ou incorporado ao solo. Micover Plus pode ser aplicado durante a semeadura, transplante ou
distribuido como uma solugio aquosa para pulverizar, com uma barra de pulverizagio, no
substrato de mudas ou vasos.

Registro e comercializagio do produto: Italia.

Empresa produtora: Agrifutur. Italia (Agrifutur, 2019).

NUTRI-LIFE PLATFORM

Principio ativo: Trichoderma spp., Glomus intraradices, Glomus etunicatum, Glomus
agregado, Glomus mosseae, Azospirillum spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Streptomyces
cellulosae.

Indicagio: promogio de crescimento, solubilizagio e nutrientes e fixacio de nitrogénio.

Caracteristicas do produto: agitagio constante é necessaria durante a aplicagio. Nio
usar filtros ou bicos finos.

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma na concentracio de 2 x 10’ UFC/g.

Métodos de aplicacio: tratamento de semente: 1 - 1,6 kg/tonelada de semente. Tratamen-
to de mudas: 400 g/100 L de agua para mergulhar as mudas. Viveiros: mergulhar as plantulas
na suspensio. Também aplicar nos vasos antes do plantio de mudas. Recomendagio de 1 kg/
m’ de solo. Recomendado para plantas ornamentais, frutiferas, hortalicas, legumes, cereais e
outras culturas.

Registro e comercializagio do produto: Australia e Africa do Sul. Australian Certified
Organic (ACO) Registered Farm Input 456AL.

Empresa produtora: Nutri-Tech Solutions P/L (NTS) 7 Harvest Road. Yandina. Queens-
land 4561, Australia (Nutri-Life..., 2017a).

TEAM Horto

Principio ativo: Trichoderma atroviride MUCL45632, Glomus mosseae, Glomus intra-
radices e bactérias.

Indicagio: melhora o desenvolvimento das plantas e aumenta a producio, a qualidade
dos frutos e a resisténcia das culturas as restri¢des climaticas

Formulagio: pastilha contendo 4,5 x 10° UFC/pastilha; 54 propagulos/pastitha de
Glomus mosseae; 54 propagulos/pastilha de Glomus intraradices com um total de 10° pro-
pagulos/pastilha e bactérias da rizosfera 4,5 x 10° UFC/pastilha. Nutrientes: Ntotal=13%;
P 0.=8%; K,0=4,5%.
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Métodos de aplicacio: colocar a pastilha o mais proximo da raiz.
Registro e comercializagio do produto: Italia.
Empresa produtora: Italpollina. Italia (Team..., 2019).

TIFI

Principio ativo: Trichoderma atroviride MUCL45632, Glomus spp. e bactérias.

Doengas e patogenos visados: Armillaria, Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium,
Phytophthora e Botrytis.

Modo de agio: competicio, parasitismo e promogio de crescimento.

Formulagio: po-molhavel contendo Trichoderma atroviride MUCLA45632 na concentra-
¢do de 2 x 10° UFC/g, Glomus spp. 10 propagulos/g e bactérias da rizosfera na concentragio
de 0,01%.

Meétodos de aplicagio: aplicacio por contato com a raiz, sementes, mudas e legumes em
campo ou cultivo protegido, arvores ornamentais e gramado.

Registro e comercializagio do produto: Franca.

Empresa produtora: Italpollina France. Les Espaces de Sophia, 80, route des Lucioles,
06560 Valbonne, Franca (Tiff, 2013).

TNC MICORR (MAX E HIDRO)

Principio ativo: Trichoderma spp., micorrizas e bactérias benéficas.

Modo de agio: promogio de crescimento e inducio de resisténcia.

Formulagio: Trichoderma spp. (Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningi, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei - 1,3 x 10° UFC/
kg), fungos endomicorricos (Glomus clarum, Glomus intraradices, Glomus mosseae,
Glomus deserticola, Glomus monosporus, Glomus brasilianum, Glomus aggregatum,
Gigaspora margareta - 1,2 x 10* UFC/kg), fungos ectomicorrizicos (Rhizopogon amylpogon,
Rhizopogon fulvigleba, Rhizopogon rubescans, Rhizopogon villosuli, Laccarria laccata,
Pisolithus tinctorius, Scleroderma spp. - 5 x 107 esporos/kg e bactérias benéficas (Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis - 1,2 x 10° UFC/kg e Bacillus brevis,
Bacillus cirulans, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus halodenitrificans, Bacillus
laterosporus, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pasteurs, Bacillus polymyxa -7
x 10°UFC/kg).

Métodos de aplicagio: no transplante de mudas, tratamento de estacas e sementes e nos
casos de plantas de raiz nua aplicar diretamente nas raizes no sulco de plantio.

Registro e comercializagio do produto: Reino Unido.

Empresa produtora: The Nutrient Company, Reino Unido (Tnc-micorr..., 2018a, 2018b).
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O que é Trichoderma?

Para quem estuda fungos habitantes do solo, tanto em regides de clima temperado como
de clima tropical, é facil encontrar representantes do género Trichoderma associados a fracio
orginica e a rizosfera das plantas. Madeira em decomposicio e fungos formadores de corpos
de frutificagio macroscopicos, como cogumelos e orelhas-de-pau, também sio substratos
comumente colonizados por Trichoderma. Desde a consolidacio do conceito do género
Trichoderma, no inicio do século 20, até o final da década de 1960, a (inica espécie reconhecida
era T viride (Samuels, 2006). Esse nome remete & caracteristica marcante de producio de
colonias com micélio branco e crescimento rapido, recobertas por massas de conidios de
coloracio verde, fenotipo que permite o facil reconhecimento de Trichoderma tanto em placas
de Petri como em substrato natural (Figura 1).

Trichoderma pertence 4 classe Sordariomycetes do filo Ascomycota e, portanto, nas es-
pécies onde a fase sexuada ¢ conhecida, esta é caracterizada pela formagdo de corpos de fru-
tificacio do tipo peritécio, formados em estromas de coloragio verde, amarelada, creme ou
marrom, produzidos sobre o substrato colonizado. Nos peritécios sdo formados ascos cilin-
dricos contendo oito ascosporos bicelulares, que se fragmentam em 16 esporos esverdeados ou
hialinos (Jaklitsch, 2009). Na fase assexuada, sio formados, a partir do micélio vegetativo, co-
nidioforos com um eixo central e ramificades laterais, que terminam em espirais divergentes
de células conidiogénicas do tipo fialide, com formato de garrafa ou alongadas. Na ponta das
fidlides sdo produzidos os tipicos conidios unicelulares, esféricos, ovais ou alongados, de cor
verde na maior parte das espécies. Os conidioforos sio comumente agregados em pistulas ou
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Fotos: Lucas Magalhies de Abreu (A, B, D), Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros (C).
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Figura 1. Morfologia tipica de Trichoderma: a, b. Colonias de Trichoderma em meio de cultura; c.
Trichoderma em substrato natural; d. Conidiéforo com fidlides peniciladas e conidios de T. virens.

‘tufos” espalhados pela colonia. Bonitas fotografias, em alta resolugio, de estruturas sexuadas
e assexuadas de dezenas de espécies de Trichoderma podem ser encontradas em monografias
recentes do género publicadas por Jaklitsch e colaboradores (Jaklitsch, 2009, 2011, Jaklitsch;
Voglmay, 2015).

Uma pratica peculiar & micologia era a utilizagio de uma dupla nomenclatura para desig-
nar os géneros de ascomicetos de acordo com o tipo reproducio observado, onde um nome
era dado a fase assexuada, também chamada de anamorfica ou imperfeita, e outro nome a fase
sexuada, teleomorfica ou perfeita. Este sistema era itil pois as diferentes fases do ciclo de vida
dos fungos tendem a ocorrer em épocas e locais distintos, o que dificultava o reconhecimento.
Dessa forma, o nome Trichoderma era aplicado  fase assexuada, geralmente estudada em
colonias em placa de Petri, e 0 nome Hypocrea usado para a fase sexuada, raramente formada
em cultura pura, mas encontrada na natureza sobre fungos macroscopicos e madeira em de-
composicio. Com a adogio da analise de sequéncias de genes e inferéncias filogenéticas para o
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estudo das relagdes de parentesco e definicio de espécies de fungos, a partir do final da década
de 1990, a conexio entre as fases sexuada e assexuada de um mesmo organismo ficou mais cla-
ra, sendo possivel a identificacio independentemente da fase do ciclo reprodutivo observada.
Assim, em uma arvore filogenética eram observados agrupamentos ou clados contendo tanto
isolados de Trichoderma quanto de Hypocrea, sem distingdo genética, comprovando que estes
pertenciam 4 mesma espécie (Chaverri; Samuels, 2003; Kuhls et al., 1997). Como consequéncia
do uso da filogenia molecular para definicio de espécies, a pratica de dupla nomenclatura
passou a ser obsoleta e foi abandonada em 2013, quando todas as espécies de fungos passaram
a receber apenas um nome. O nome da fase assexuada Trichoderma for mantido, enquanto
o nome da fase sexuada, Hypocrea, tornou-se obsoleto (Rossman et al., 2013). Uma lista dos
nomes validos no género Trichoderma pode ser consultada em Bisset et al. (2015). Neste capi-
tulo, nos abordaremos, de forma resumida, a complexa e dindmica taxonomia de Trichoderma
e as estrategias Uteis para a identificacio de espécies, e discutiremos aspectos da biologia e
utilizacio de alguns grupos de espécie de interesse.

Origem, diversificagio ecoldgica e utilizagio de Trichoderma

Mais de 250 espécies de Trichoderma sio aceitas atualmente e podem ser identificadas por
meio de filogenia molecular. A maioria dessas nio ¢ habitante do solo ou possui ampla distri-
buicio geografica, mas sim possui distribuicio restrita e € composta por parasitas de fungos
macroscopicos e apodrecedores de madeira em florestas tropicais e temperadas (Druzhinina
et al,, 2011). Tal constatagio sugere que a capacidade de parasitar outros fungos e se nutrir de
biomassa morta de fungos represente uma caracteristica ancestral no género, e compartilhada
pela maioria das espécies (Kubicek et al., 2011). Porém, uma clara diversificacio fisiologica
ocorreu durante a evolucio das espécies de Trichoderma, e a capacidade de degradar materiais
lignoceluldsicos pode ter surgido apos mudangas de hospedeiro ou ‘host jumps’ de basidiocar-
pos de fungos apodrecedores de madeira para a propria madeira. A ocorréncia de host jumps
de apodrecedores de madeira para micoparasitas também parece ter ocorrido durante a evo-
lucio do género (Druzhinina et al., 2011; Chaverri; Samuels, 2013). Fungos decompositores
de madeira da espécie T reeser sio utilizados, desde a metade do século XX, para a produgio
em grande escala de enzimas celuloliticas aplicadas nas indstrias de vesturio, alimentos e
bioenergia (Schuster; Schmoll, 2010).

Ja a colonizacio do ambiente solo parece ser mais restrita a algumas dezenas de espécies
‘oportunistas ambientais’, altamente adaptadas 4 vida e competicdo no solo e rizosfera e distri-
buidas em todo o planeta (Druzhinina et al., 2011). As espécies de Trichoderma consideradas
oportunistas ambientais sio caracterizadas por alguns fendtipos em comum, como ampla
distribuicio geografica, crescimento rapido e colonizagdo agressiva dos nichos no solo e na
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rizosfera, alta capacidade de parasitar ou predar outros fungos e, no caso de varias espécies,
capacidade de estabelecer interagdes benéficas com as plantas, resultando em promogio de
crescimento e indugio de resisténcia a doencas e estresses abioticos (Harman et al., 2004).
Dessa maneira, a maioria das formas de Trichoderma rotineiramente 1soladas, testadas e sele-
clonadas para o controle bioldgico de doencas e promogio de crescimento, em varias partes
do mundo, pertencem a um grupo delimitado de espécies (Woo et al., 2014).

Isolados de espécies como T. asperellum, T atroviride, T harzianum lato sensu e T. virens,
com ampla distribuicio no solo e capacidade de hiperparasitar fungos fitopatogénicos e/ou
estabelecer interacdes benéficas na rizosfera de plantas cultivadas, sio utilizados em tratamen-
to de sementes ou aplicados em vastas areas de cultivo para o controle bioldgico de doencas
de plantas e promogio do crescimento vegetal (Woo et al., 2014). O Brasil é destaque na pes-
quisa e uso comercial de Trichoderma como ferramenta biologica para o manejo de doencas
e incremento da produtividade agricola (Carvalho et al., 2014, Lopes et al,, 2012, Pomela;
Ribeiro 2009). Dentro deste contexto, o conhecimento basico sobre a biologia e taxonomia
desses fungos ¢ essencial para o sucesso na selecio de isolados eficientes e na utilizagio segura
de Trichoderma, haja visto que, dentro da grande plasticidade fenotipica do género, algumas
poucas espécies sio capazes de crescer e esporular a até 40 °C de iniciar infec¢Oes oportunistas
em individuos com imunossupressio (Druzhinina et al., 2008).

Outro habitat onde predominam espécies de Trichoderma ¢ o interior do caule de plantas,
principalmente arvores em ambiente natural, fato s6 descoberto e estudado apos o trabalho
pioneiro de Evans et al. (2003). Nos wltimos anos, varias espécies tipicamente endofiticas
foram descritas, principalmente a partir de plantas tropicais e, a despeito da comprovacio do
potencial de algumas destas em antagonizar patogenos in vitro, pouco se sabe sobre as inte-
racdes entre entre plantas e Trichoderma endofiticos na natureza (Chaverri; Samuels, 2013).

Isolamento e caracterizagio morfologica

Isolados de Trichoderma podem ser facilmente recuperados de solos com razoavel teor de
matéria organica. Quando se estuda a diversidade de fungos em solo, a presenca de Trichoderma
pode ser até um fator negativo, pois seu crescimento rapido e esporulagio macica na placa
dificultam ou suprimem o aparecimento de outras espécies, de crescimento mais lento, mas
igualmente importantes para o funcionamento do ecossistema solo. O método mais comumente
empregado para o isolamento de fungos de solo é o da diluicio seriada, procedimento que
favorece o 1solamento de esporos, em detrimento aos fungos que estejam crescendo ativamente
como micelio nas particulas de solo. Procedimentos adequados para o isolamento de fungos
habitantes do solo, inclusive de espécies de Trichoderma, foram descritos em detalhe por
Pfenning e Abreu (2008) e se baseiam na lavagem e filtracio de particulas de solo, que sio
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plaqueadas em meio apropriado. A filtracio de particulas também pode ser empregada no
isolamento de Trichoderma a partir de amostras de serrapilheira (Lopez-Quintero et al., 2013).

O 1solamento direto, a partir de estruturas reprodutivas produzidas sobre o substrato
colonizado, € o procedimento adequado para o isolamento de Trichoderma crescendo sobre
madeira morta e basidiocarpos. Este ¢ o método mais usado para o estudo da morfologia da
fase sexuada pois, embora existam tanto espécies heterotalicas como homotalicas ou auto-
ferteis de Trichoderma, estimulos especificos sio necessarios para a indugio da formagcio de
peritécios, sendo a fase sexuada raramente formada em cultura pura (Samuels, 2006). A fase
sexuada de T reeser fot induzida 1n vitro, através do cruzamento de individuos de tipos sexuais
ou mating types opostos (Seid! et al., 2009).

Espeécies de Trichoderma também sio encontradas como endofitos, ocorrendo preferen-
clalmente em caules e troncos de plantas lenhosas. O isolamento a partir desses substratos
pode ser feito com pequenas incisdes na casca, amostragem do tecido interno com auxilio de
bisturi ou pinca flambados e transferéncia direta de fragmentos para placas de Petri com meio
de cultura (Evans et al., 2003). Meios de cultura comuns para o crescimento, caracterizacio,
manutencio ou multiplicagio de isolados de Trichoderma sio de aveia (OA - oatmeal agar),
batata-dextrose (PDA - potato dextrose agar), extrato de malte (MA2 - 2% malt extract agar) e
meio sintético pobre (SNA - Spezieller Nahrstoffarmer agar).

Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos facilmente pelo micélio branco, algodo-
n0so, de crescimento rapido em meio de cultura. A temperatura 6tima de crescimento varia
entre 25 °C e 30 °C para a maioria das espécies. Ja apos 48 horas de cultivo, podem aparecer
pustulas ou circulos verdes, formados pela producio abundante de esporos subhialinos, que
adquirem a cor verde em massa e dio um aspecto granular ou pulverulento 4 colonia. Para a
confeccio de liminas, é indicado o uso de colonias novas, com dois a trés dias, e amostragem
proxima as margens da colonia, evitando que o excesso de conidios atrapalhe a observacio
detalhada dos conidi6foros.

Quando observados em microscopio, os conididforos tipicos de Trichodermasio arranjados
em uma arquitetura mais ou menos piramidal, com diferentes padrdes de ramificacio (Figura
2). Prolongamentos estéreis dos conidioforos sio produzidos em certas espécies, e.g. T ha-
matum. As fidlides sio marcadores morfologicos importantes, sendo caracterizadas pela sua
forma, que pode ser oval a subglobosa, ou cilindrica a alongada, seu namero e sua disposi¢io
espacial a0 longo do conidi6foro. As fidlides tipicamente se divergem a partir da base, mas
sio agregadas em estruturas peniciladas em T virens. Os conidios se acumulam em massas
compactas ou sdo embebidos em gotas cristalinas sobre as fialides, como em T. virens. Indivi-
dualmente, os conidios sio unicelulares, subhialinos, em diferentes tons de verde, com super-
ficie lisa a finamente ou muito rugosa, com poucos micrémetros de tamanho e forma esférica,
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oval ou alongada. Algumas espécies, como por exemplo, T polysporum, produzem conidios
completamente hialinos, que em massa assumem a cor branca. Clamidosporos hialinos e
intercalares sio comumente produzidos, sendo abundantes em espécies como T asperellum e
T virens. Este conjunto de caracteristicas pode ser usado para o agrupamento das formas em
"morfo-tipos” ou espécies morfologicas, que foram a base da classificacio até o advento da
filogenia molecular (Domsch et al., 2007).
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Figura 2. Morfologia dos condidforos. A. Trichoderma inhamatum; B. T harzianum; C. T
longtbrachiatum; d. T koningii.

Fonte: Ludwig Heinrich Pfenning



O género Trichoderma 169

Sistematica do género Trichoderma

Desde o final do século XIX, o nome Trichoderma viride era aplicado a todos os fungos
formadores de colonias com aparéncia tipica do género, independentemente se estes eram iso-
lados de amostras de solo e restos vegetais ou obtidos de ascosporos isolados de peritécios de
diferentes espécies de Hypocrea. Esta situacio era bem diferente daquela de outros géneros de
maior importincia, como Fusarium, onde dezenas espécies e formas ja eram descritas na déca-
dade 1930. A simplicidade taxonomica em Trichoderma era produto do pequeno interesse no
género fora da disciplina de micologia e do consenso geral de que, microscopicamente, todos
os isolados possuiam ‘a mesma cara’ (Samuels, 2006). Esta situagio durou até o fim da década
de 1960, quando o género foi classificado em nove ‘agregados de espécies’, reconhecidos por
diferencas morfoldgicas da fase assexuada em cultura pura (Rifai, 1969). O termo ‘agregados’
foi justamente usado para indicar que espécies com biologia e morfologia da fase sexuada
distintas podiam compartilhar a mesma morfologia na fase assexuada. Devido 4 sua relativa
simplicidade, o sistema taxonémico com nove ‘espécies’ foi amplamente adotado (Domsch
etal,, 2007) e ainda é utilizado para a caracterizacio de Trichoderma em morfotipos, embora
este ndo possua utilidade taxondmica. O esquema taxondémico foi expandido no inicio da
década de 1990 e alguns agregados de espécie foram formalizados em cinco Secdes dentro do
género; caracteristicas da fase sexuada também foram consideradas nas descrigoes morfologi-
cas e 0 niimero de espécies aumentado para aproximadamente 30 (Bissett, 1991; Druzhinina;
Kubicek, 2005).

Com a adogdo da filogenia molecular para estudo sistematico e taxonémico do géne-
ro, 0 numero de espécies descritas aumentou consideravelmente a partir dos anos 2000, de-
monstrando que a aparente simplicidade morfoldgica de Trichoderma esconde uma grande
diversidade de linhagens filogenéticas, que divergiram ha milhdes de anos e deram origem a
centenas de espécies adaptadas a colonizacio dos mais diferentes substratos e habitats na Terra
(Druzhinina et al., 2011). O niimero de espécies definidas com base em filogenia molecular
chegou a 100 em 2006 (Druzhinina et al., 2006) e atualmente se aproxima de 300 (Bissett et
al,, 2015, Plessis et. al., 2018; Qin; Zhuang, 2016).

Frente & proliferacio de espécies descritas nos (iltimos anos, o conceito de Secdes perdeu
a utilidade. Atualmente, as espécies Trichoderma sio informalmente classificadas em grupos
monofiléticos ou clados bem definidos dentro da filogenia do género e nomeados de acordo
com a espécie mais conhecida em cada clado. O tamanho, os limites e a nomenclatura desses
clados podem variar entre os autores e de acordo com o foco em diferente grupos taxonémicos
(Chaverri; Samuels, 2003, Montoya et al., 2016). Em uma arvore filogenética publicada com
228 espécies de Trichoderma, construida com sequéncias do gene rpb2, dez grandes clados
foram delimitados dentro do género (Jaklitsch; Voglmayr, 2015). Nomes comuns aos pesqui-
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sadores da area de controle biologico como T harzianum e T. viride, como tradicionalmente
definidos, ndo correspondem a duas espécies mas a dois clados, Harzianum e Viride, com-
postos por dezenas de espécies filogenéticas (Chaverri et al., 2015; Jaklitsch; Voglmayr, 2015).

Um resultado direto das mudancas recentes na taxonomia é a constatagio de que a maio-
ria das nomes aplicados a isolados de Trichoderma até recentemente, baseados em grande
parte em morfologia, ndo estdo corretos (Druzhinina; Kubicek, 2005). Esta situagio pode gerar
davida principalmente entre os usuarios do sistema taxonémico, como pesquisadores e pro-
fissionais da indGstria, que utilizam Trichoderma em processos biotecnologicos e no controle
biolbgico de doencas de plantas, e que se véem obrigados a lidar com varios nomes possiveis
de aplicagio para os isolados com os quais lidam ha anos. Por outro lado, desde que aplicados
corretamente, os métodos de identificagio molecular e analises filogenéticas podem ser usados
por aqueles sem treinamento formal em micologia, mas com conhecimentos basicos em bio-
logia molecular e bioinformatica, habilidades bem mais comuns na atualidade.

Reconhecimento e diversidade de espécies filogenéticas em Trichoderma

A definicio de espécies filogenéticas em fungos é feita a partir da geragdo e analise de arvo-
res filogenéticas, construidas com sequéncias parciais de genes compartilhados e relativamente
conservados entre todos os organismos comparados. Nesse contexto, pode se definir uma
espécie filogenética como o menor grupo monofilético (agrupamento formado por um no in-
terno e as sequéncias que dele derivam) caracterizado por um conjunto fixo de polimorfismos
de DNA dentro da regido sequenciada. Na pratica, a identificacio do n6 que delimita espécies
filogenéticas proximas nem sempre ¢é clara, e a saida encontrada ¢ a utilizagio de sequéncias
de varios genes independentes no genoma, analisados em combinagio para a definicio dos li-
mites entre espécies, em um procedimento designado de concordancia de genealogia de genes,
ou analises de multi-loci (Taylor et al., 2000; Druzhinina; Kubicek, 2005).

A sequéncia dos espagadores internos transcritos 1 e 2 e da regido 5.8S ou sequéncia ITS,
compreendida entre as regides codificadoras das subunidades 18 e 285 do RNA ribossémico,
¢ de facil amplificagdo e foi empregada nos primeiros estudos de filogenia e caracterizagio mo-
lecular de fungos, incluindo Trichoderma (Kindermann et al., 1998; Kuhls et al., 1997). Esta
regido, 1o entanto, & muito conservada e no oferece resolucio suficiente para a delimitacio
de espécies muito proximas de Trichoderma e outros ascomicetos, embora seja considerada
a regido codigo de barras universal para identificacio de fungos (Schoch et al, 2012). Um
projeto foi implementado, em 2005, por pesquisadores austriacos em colaboragio com Subco-
missio Internacional de Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH), visando  elaboracio
e manutengio de um banco de dados dedicado de sequéncias de ITS de isolados de referéncia
de todas as espeécies descritas, que a época chegava a 100 (Druzhinina et al,, 2005). O banco
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de dados ainda pode ser acessado via a ferramenta de busca gratuita TrichOKey (http://
www.isth.info/tools/morphkey/index.php); porém, a tltima atualizagio do banco parece
ter sido feita em 2006 e, mesmo nessa época, ja era reconhecido que espécies filogenéticas
distintas pertencentes a grupos de espécies de importincia, como aquelas dos clados Viride
e Hamatum, nio podiam ser separadas apenas por ITS (Druzhinina et al.,, 2006). Genes
codificadores de proteinas e enzimas com fungdes conservadas em eucariotos contém mais
polimorfismos, principalmente nas regides de introns, e oferecem melhor resolugio para a
delimitacio das espécies.

Resultados de testes empiricos, realizados nas duas tltimas décadas, permitiram a defini-
¢do de um conjunto de genes codificadores de proteina uteis para taxonomia de fungos e que
inclui, no caso de Trichoderma, sequéncias parciais dos genes alfa-actina (acf), calmodulina
(cal), endoquitinase CHI18-5 (chi18-9), fator de elongagio 1-alfa (tef]) e segunda maior subu-
nidade da RNA polimerase II (rpb2). Sequéncias de primers para a amplificagio desses genes a
partir de isolados de Trichoderma podem ser encontrados em Samuels et al. (2012).

Apos a definicdo de espécies filogenéticas por meio de analise multi-loci, € possivel fazer
0 raciocinio inverso e verificar se existe, entre os genes usados para filogenia, algum que seja
capaz de delimitar todas ou a maioria das espécies que foram identificadas na analise conjunta
de varios genes. Este gene pode entio ser adotado como codigo de barras para a identificacio
molecular de isolados, através da comparagio com sequéncias de referéncia de especies ja
conhecidas e disponiveis em bancos de dados publicos, como o GenBank (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/). O codigo de barras para identificacio de Trichoderma ¢ tefl, seguido
de perto por rpb2, com resolucio semelhante (Chaverri et al., 2015; Jaklitsch; Voglmayr 2015).

Quanto a0 uso pratico de sequéncias de DNA para identificagio molecular de
Trichoderma, ¢ sugerida a comparagio com banco de dados GenBank do National Center for
Biotechnology Information, através da ferramenta BLAST, (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi), e a utilizacio de sequéncias de tef] ou rpb2. Para a correta identificacdo, o usuario
deve basear-se na comparagio com sequéncias de referéncia, oriundas de isolados usados em
trabalhos publicados com a taxonomia do género. Este aspecto € crucial, ja que ha milhdes
de sequéncias no GenBank e 0 nome de uma espécie atribuida a uma sequéncia de DNA ¢ de
exclusiva responsabilidade do autor do depdsito, nio havendo garantias que este esteja correto.

Uma questio sobre a identificagio molecular é procedimento a ser adotado quando ndo ¢
possivel obter 100% identidade da sequéncia de interesse com alguma sequéncia de referéncia
no banco de dados. Valores de identidade na casa de 99% para tef] e rpb2, e correspondentes
aum Gnico nome no banco de dados, ainda podem ser considerados como uma identificagio
positiva. Ja no caso de valores inferiores a 99% de identidade (considerando que haja uma boa
cobertura da sequéncia alvo e valor estimado do pardmetro E-value proximo a zero), e quando
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o pesquisador quiser ter uma confirmagio mais robusta da identificacio, o sugerido é a com-
posicio de um alinhamento multiplo com sequéncias de tef] e/ou rpb2 dos isolados a serem
identificados e de 1solados de referéncias de espécies proximas aquelas obtidas no resultado do
genbank, seguida da realizagio de analises filogenéticas com protocolos comumente usados na
taxonomia de Trichoderma (Chaverri et al., 2015). A regido rph2 nio possui introns na extensio
geralmente sequenciada, sendo facilmente alinhada e, portanto, usada para inferir filogenias
globais, com espécies dos diferentes clados em uma arvore. Ja tef1 possui melhor resoluco para
separacio espécies muito proximas, mas nio é uma regido facilmente alinhada quando espécies
muito divergentes sio inseridas em uma mesma analise (Jaklitsch; Voglmayr, 2015).

Embora o critério da filogenia molecular prevaleca na delimitacio de espécies, a pratica
taxondmica atual tenta ser polifasica, prevendo a avaliagio conjunta de caracteres morfologi-
cos, producio de metabolitos especificos e aspectos da biogeografia para o reconhecimento
de espécies de Trichoderma (Chaverri et al., 2015). Abordagens quimiotaxondmicas envolvem
a obtencdo e comparagdo de perfis de metabolitos secundarios ou proteinas de baixo peso
molecular, como hidrofobinas, produzidos por isolados de diferentes espécies (Neuhof et
al,, 2007, Samuels et al., 2010). Peptaibols sio oligopeptideos lineares bioativos, que contém
aminoacidos nio proteinogénicos, como o acido aminoisobutirico. Centenas de variantes
destas substincias sio produzidas por espécies de Trichoderma, e perfis de produgio de pep-
taibols sdo uteis para a caracterizacio quimiotaxonémica (Degenkolb et al., 2008). A atividade
antifingica dos peptaibols pode estar relacionada a desestruturacio da membrana plasmatica
e consequente perda de turgor das células afetadas. Produtos para controle biolégico formu-
lados a base de conidios de espécies Trichoderma do clado Harzianum sio naturalmente
enriquecidos em peptaibols (Degenkolb et al., 2015). A producio de micotoxinas da familia
dos tricotecenos é conhecida entre espécies do clado Brevicompactum, mas estas espécies nio
sio comumente usadas em programas de controle biologico (Degenkolb et al., 2008).

Uma filogenia simplificada do género Trichoderma, baseada em sequéncias da regido rpb2,
¢ apresentada na Figura 3 e contém clados com representantes de espécies comumente isoladas
do solo e restos vegetais, bem como aquelas frequentemente empregadas no controle biologico
de doencas de plantas. Uma discussdo sucinta a respeito de espécies de interesse dentro de
alguns clados ¢ apresentada a seguir.
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Figura 3. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca com sequéncias parciais de rph2 de isolados
representativos de Trichoderma spp. Valores de suporte de ramos superiores a 70%, determinados por
pseudo-repeticdes de bootstrap, estio indicados nos nos. O isolado de Protocrea farinosa CBS 121554
foi usado como grupo externo. A arvore foi gerada pelo programa RaxML v.8, como implementado

no portal CIPRES (https://www.phylo.org/).
Fonte: Lucas Magalhies de Abreu
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Clado Harzianum

Trichoderma harzianum € a ‘morfo-espécie’ mais comumente empregada no controle bio-
logico de doengas de plantas no mundo (Woo et al.,, 2014), e prevalente em levantamentos de
diversidade de espécies no solo e restos vegetais em varias regides geograficas (Domsch et al,,
2007). No entanto, o conceito desta espécie, como tradicionalmente definido, engloba uma
variedade de espécies filogenéticas, algumas realmente cosmopolitas e varias com distribuicio
mais restrita, que compdem o clado Harzianum (Chaverri et al., 2015). Dessa forma, muitos
dos isolados identificados como T harzianum na literatura podem ser melhor caracterizados
como T harzianum lato sensu, ou seja, em senso amplo, utilizando o jargio da taxonomia.

O clado Harzianum contém populagdes recombinantes, i.e. espécies biologicas, bem
como populacdes claramente clonais, alem de algumas linhagens filogenéticas solitarias que
se divergem das demais, o que torna dificil a aplicacdo de um Gnico conceito para definigio
de espécies (Druzhinina et al., 2011). Uma revisio taxondmica recente do clado Harzianum
propds o reconhecimento de dezenas de espécies, delimitadas de acordo com o critério de
concordincia de genealogia de genes (Chaverri et al., 2015), e novas adigdes foram descritas
desde entdo (Jaklitsch; Voglmayr, 2015, Montoya et al,, 2016). O grupo monofilético que
contém o material biologico usado como nedtipo da espécie (Gams; Meyer, 1998) manteve
o0 nome I harzianum stricto sensu (em senso estrito), e outros nomes foram atribuidos as
espécies filogenéticas restantes.

Em uma amostragem com quase duzentos isolados do clado Harzianum, oriundos de
varios substratos e regides, alguns padrdes biogeograficos foram identificados (Chaverri et al.
2015). Trichoderma harzianum stricto sensu & uma espécie pouco comum e com distribuicio
predominante no hemisfério norte. Ja as espécies T, afroharzianum e T, guizhouense possuem
distribuigio cosmopolita e predominancia em solos. Trichoderma afarasin e T. lentiforme
ocorrem comumente como endéfitos, mas também como habitantes do solo, na Africa e
América tropical, respectivamente. Algumas espécies sio aparentemente endofitas, enquanto
outras sio predominantemente micoparasitas, incluindo espécies como I pleurotum e T.
aggressivum, isoladas como parasitas agressivos em sistemas de producio de cogumelos co-
mestiveis. Estes padrdes de distribuicio podem ser levados em conta na busca por isolados
de T harzianum lato sensu para o controle biologico, com a ampliacio da amostragem para
outros substratos, nio somente o solo, alem da amostragem em regides geograficas distintas.

Isolados que compdem dois produtos de controle biologico vendidos na Europa e EUA
foram re-identificados como T, afroharzianum, incluindo o famoso isolado T-22, desenvolvido
a partir de fusio de protoplastos e amplamente comercializado para o biocontrole promogio
de crescimento vegetal (Harman, 2000; Harman et al., 2010). Isolados de trés outros produtos
disponiveis no hemisfério norte foram re-identificados como pertencentes a duas espécies do
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clado Harzinaum: T guizhouense e T. simonsii (Chaverri et al., 2015). Biofungicidas formula-
dos com isolados de T harzianum lato sensu sio comercializados no Brasil.

Clado Virens

A espécie cosmopolita T virens, e poucas espécies relacionadas, formam o clado Virens, que
¢ filogeneticamente proximo ao clado Harzianum. Antes classificada no género Gliocladium,
a espécie T virens possui uma morfologia de facil diagnose, caracterizada pela produgio de
conididforos com fialides agregadas de forma convergente, adquirindo um aspecto penicilado,
diferente do padrdo divergente tipico em Trichoderma (Figura 1d). Os conidios sio verdes,
mas comumente imersos em gotas cristalinas e ndo agregados em massa. Habitante comum
dos solos, T virens também ocorre em ninhos de formigas cortadeiras no Brasil (Montoya
et al, 2016). Isolados de T virens sio antagonistas de outros fungos e utilizados ha décadas
no controle biologico de doengas causadas por patogenos do solo, incluindo principalmente
fungos e oomicetos (Howell, 2006). Estes atuam por diferentes modos de acio, com destaque
para a antibiose, exercida com a excrecio de enzimas liticas e metabolitos secundarios da
familia das dicetopiperazinas, especialmente gliotoxina e glioviridina (Atanasova et al., 2013;
Howell, 2003).

Clado Stromaticum

Trichoderma stromaticum € uma espécie de ocorréncia restrita & Ameérica tropical, asso-
clada a0 cacaueiro e parasita de Moniliophthora perniciosa, patégeno da vassoura-de-bruxa
do cacaueiro (Samuels et al., 2000). O fungo é geralmente encontrado sobre ramos e vassouras
mortas, frutos mumificados e folhedo, bem como crescendo sobre o micélio e basidiocarpos
de M. perniciosa. T. stromaticum também pode ocorrer sobre frutos de cacau parasitados por
M. roreri, patogeno da moniliase (Samuels et al., 2012). As descrigdes das fases assexuada e
sexuada de T stromaticum foram feitas a partir de materiais isolados de regides produtoras de
cacau no Brasil (Samuels et al., 2000, Bezerra et al., 2003), e 0 uso desta espécie para o manejo
da vassoura-de-bruxa foi implementado em campos de producio da Bahia na década de 90.
Trichoderma stromaticum e algumas espécies proximas formam o clado Stromaticum. Porém,
a despeito da proximidade filogenética, nenhuma outra espécie deste clado parece ser comum
em regides neotropicais (Samuels et al., 2012).

Clado Viride (incluindo Clados Hamatum e Koningii)

A espécie T viride stricto sensu esta inserida em um grande clado composto por dezenas
de espécies com diferentes padrdes de morfologia, incluindo o padrdo viride - com conidi-
oforos piramidais, conidios globosos e de parede rugosa, o padrio koningii - com conidios
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oblongos a elipsoidais, e 0 padrio hamatum - com fialides subglobosas em agregados compac-
tos e conidioforos com terminagdes estéreis alongadas. Devido ao grande niimero de espécies
filogenéticas presentes no clado Viride, este pode ser separado em diferentes subclados, cada
qual com dezenas de espécies, como os subclados Viride, Viridescens, Koningii ¢ Hamatum
(Jaklitsch et al., 2006, Samuels et al., 2006, Jaklitsch et al., 2013). Trichoderma atroviride & uma
espécie situada entre os subclados Viride e Koningii e usada como modelo no estudo gené-
mico do fenotipo de micoparasitismo (Atanasova et al., 2013). A maior parte da diversidade
de espeécies descrita nos subclados Viride, Viridescens e Koningii vem de coletas realizadas
Europa e EUA, sendo entio consideradas comuns no hemisfério norte. Uma das excedes a
este padrio ¢ T koningiopsis, que possui ampla distribuicdo e prevaléncia nos tropicos, onde
¢ encontrada em amostras de solo, serrapilheira e como endéfitos. T ovalisporum é outra
espécie do subclado Koningii com ocorréncia neotropical e habito tipicamente endofitico
(Samuels et al., 2006). Isolados de T koningiopsis e T ovalisporum, obtidos como endéfitos
de cacaueiros, sio antagonistas de M. rorerr, com potencial para o biocontrole da moniliase
(Holmes et al., 2004).

Agrupadas no subclado Hamatum estio as espécies T asperellum e T. asperelloides, duas
espécies filogenéticas irmds, com a mesma morfologia, mas padres moleculares e fisiologicos
distintos (Samuels et al.,, 2010). Isolados de T asperellum e T asperelloides sio habitantes
comuns do solo no neotropico (Hoyos-Carvajal et al,, 2009), micoparasitas agressivos, e po-
dem induzir resisténcia sistémica em plantas (Shoresh et al., 2005), com isolados utilizados no
controle biologico de doengas (Samuels et al., 2010}, incluindo biofungicidas comercializados
no Brasil (Woo et al., 2014).

Clado Longibrachiatum

Especies do clado Longibrachiatum formam um grupo compacto dentro da filogenia do
género e compartilham caracteristicas morfologicas que incluem a formagio de conidiofo-
ros com ramificacdes esparsas e disposi¢io irregular de fialides ao longo do eixo principal
e ramificagdes. Trichoderma reesei € uma espécie saprofitica com grande capacidade de
degradagio de substratos celulosicos. Um isolado desta espécie & amplamente empregado
para a producio de enzimas celuloliticas, em escala industrial, desde a metade do seculo XX
(Martinez et al., 2008; Bischof et al., 2016). As espécies deste clado sdo mesofilicas, capazes
de crescer rapidamente e esporular mesmo a 40 C. Devido a essa caracteristica, isolados
de algumas espécies deste clado podem iniciar infeccdes oportunistas em individuos com
imunossupressio, com destaque para T. bissettii, T citrinoviridee T. longibrachiatum stricto
sensu (Druzhinina et al., 2008, Sandoval-Denis et al., 2014).
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Trichoderma e seus
mecanismos de a¢io para o
controle de doencas de plantas

Enrique Monte
Wagner Bettiol

Rosa Hermosa

Introducio

Trichoderma € um género de fungos anamorfos (aqueles cuja reprodugio sexual ndo é
conhecida) que foi descrito ha 225 anos para classificar um fungo decompositor de madeira
que produzia massas de esporos verdes nos extremos das hifas foi denominado Trichoderma
viride. Quase 70 anos depois foi comprovado que T, viride era a forma assexual do ascomiceto
Hypocrea rufa. Atualmente, a taxonomia admite o nome “Trichoderma” para todos os fungos
que possuem as caracteristicas do género, apresentando ou ndo reproducio sexual dentro do
género Hypocrea, e somente se utiliza o nome “Hypocrea” quando se observam ascosporos
em uma cepa de Trichoderma.

Com os dados moleculares, que se dispde, atualmente, para manejar a taxonomia de
Trichoderma, o nimero de espécies passou de nove grupos de espécies estabelecidas, a partir
de diferentes atributos morfologicos, para mais de 200 (Atanasova, 2014). Este nimero segue
crescendo devido, principalmente, aos trabalhos desenvolvidos pela Subcomissio Internacional
para a Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH), a qual tem desenvolvido métodos para
uma identificagio rapida e classificacio molecular de novas espécies. Alem de uma correta
identificacdo das cepas de Trichoderma que sio selecionadas como agentes de controle biolégico
de doengas de plantas (Hermosa et al., 2000), os métodos moleculares permitem realizar estudos
de colonizacio de substratos e nichos ecologicos (como por exemplo: solos, madeiras, rizosfera,
etc.) por meio de PCR a tempo real e marcadores de tipo SCAR (Rubio et al., 2005).

Em outros capitulos deste livro sdo descritas as principais caracteristicas do género
Trichoderma e discutido que algumas cepas deste fungo filamentoso sdo versateis agentes de
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controle biologico de doencas de plantas, aplicaveis de diversas maneiras na agricultura e que
sio eficazes frente a distintos tipos de patogenos, em numerosos cultivos e em diferentes partes
da planta, além de agirem em condi¢des ambientais e edaficas distintas. Neste capitulo serdo
abordados os conhecimentos detalhados das espécies de Trichoderma e seus mecanismos de
acio, ndo somente como agentes de controle bioldgico, mas também como microrganismos
simbiontes com plantas, constituindo em um modelo de estudo para aproximacdes moleculares
mutualistas entre fungos e plantas, que permitem aos fungos se alimentarem e crescerem e ds
plantas se desenvolverem e se defenderem frente ao ataque de patogenos e situagdes de estresses
abioticos e bidticos.

Por que Trichoderma é tio singular?

Esta pergunta pode ser respondida afirmando que a principal caracteristica das espécies
de Trichoderma é que sio dotadas de grande oportunismo, apresentando alta capacidade de
colonizar a rizosfera das plantas e muitos substratos com diferentes caracteristicas, em ambien-
tes tio distintos como os da Antartida, do Caribe, da Amazonia ou do Saara. A maioria das
cepas de Trichoderma vive em climas temperados e solos acidos. Entretanto, podem produzir
estruturas de resisténcia, clamidosporos e microesclerddios, e com isto sio capazes de sobrevi-
verem em condicdes muito adversas. Alem disso, tém sido obtidas cepas de Trichoderma com
potencial de biocontrole de fitopatdgenos que crescem em altas temperaturas, solos salinos ou
alcalinos e sob condi¢des de baixa umidade.

Os fungos se alimentam absorvendo nutrientes por meio de suas hifas. Assim, para
poder atravessar a parede celular e utilizar os componentes como nutrientes, os subs-
tratos de alto peso molecular necessitam ser hidrolisados a moléculas menores. Para
isto, os fungos liberam enzimas extracelulares que, quanto mais diversas e numerosas,
proporcionardo maiores vantagens para viverem em ambientes com diferentes condigdes.
O sequenciamento e a comparacio dos genomas de diferentes espécies de Trichoderma
demonstraram que esses organismos possuem um elevado numero de genes que codifi-
cam chaperonas (proteinas que reparam os danos celulares provocados pelo crescimento
em condicdes adversas) e transportadores ABC (proteinas da membrana celular que
facilitam a entrada de muitos nutrientes e precursores biossintéticos, que secretam me-
tabolitos primarios e secundarios, e que eliminam substincias toxicas e agroquimicos
absorvidos pelas células) que lhes proporcionam um amplo oportunismo ambiental.
E especialmente relevante para as espécies de Trichoderma o fato de possuirem grande
nimero, em qualidade e quantidade, de genes que codificam enzimas hidroliticas, como
por exemplo as glucanases, quitinases e proteases, de todo Reino Fungi. Esta caracteris-
tica, associada ao grande arsenal de metabolitos secundarios produzidos, muitos deles
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com atividade antibiotica, assinalam o micoparasitismo como a forma de vida ancestral deste
género (Kubicek et al., 2011).

Em um evento evolutivo posterior, as espécies de Trichoderma que parasitavam as hifas de
fungos decompositores de madeira obtiveram, por transferéncia horizontal de genes, a capaci-
dade de degradar a matéria orginica vegetal (Druzhinina et al., 2018), adquirindo desta forma
as enzimas necessarias para alterar o seu estilo de vida em direcio a colonizagio da rizosfera,
o endofitismo e a relagio benéfica e estavel com as plantas.

O micoparasitismo de Trichoderma

Uma das caracteristicas mais relevantes do género Trichoderma ¢ a sua capacidade para
parasitar fungos. A habilidade de T virens para enrolar, penetrar e destruir o conteudo cito-
plasmatico de Rhizoctonia solani € conhecida ha muito tempo (Weindling, 1932). Igualmente
¢ conhecido que metablitos produzidos por T virens sio capazes de inibir o crescimento de
R. solani e Monilinia fructicola (Weindling, 1934).

Estudos ecofisiologicos demonstraram que, em maior ou menor escala, todas as espécies
de Trichoderma sio eficazes parasitas de fungos fitopatogénicos e de oomicetos (Druzhinina
et al.,, 2018), como uma estratégia de nutricio biotrofica. Nio obstante, as espécies de Tricho-
derma também sdo capazes de se alimentarem de biomassa de fungos e de oomicetos mortos,
resultando ser mais adequado utilizar o termo micotrofia para definir este estilo de vida
tio comum nas espécies de Trichoderma. Estudos de genomica comparada entre espécies de
Trichoderma indicaram uma predisposicdo genética em diregio da micotrofia (Kubicek et al.,
2011). A associagio de cepas de Trichoderma e Hypocrea com basidiomicetos que degradam
madeira ou com fungos fitopatogénicos, crescendo e parasitando suas estruturas de repouso,
como os esclerodios, tem sido proposta como uma etapa prévia da colonizagio do material
vegetal como nicho ecologico opcional. De fato, T reesei produz enzimas celuloliticas e hemi-
celuloliticas que tem permitido a esta espécie viver sobre material vegetal, pré-degradado por
decompositores e patogenos fungicos, mais do que a custa de outros fungos.

Apesar da amplitude do género, a maior parte dos estudos de micoparasitismo por
Trichoderma foi realizada com poucas espécies, como T harzianum, T virens, T. viride, T.
atroviride e T, asperellum (Figura 1).

Genes relacionados com o micoparasitismo respondem transcricionalmente ao fitopa-
togeno e foram identificadas enzimas que degradam a parede celular (Cell Wall Degrading
Enzyme - CWDE), como quitinases e glucanases, expressas nas interacdes de Trichoderma spp.
com fungos fitopatogénicos. Trichoderma virens e T atroviride possuem o maior nimero de
enzimas quitinoliticas (36 e 29, respectivamente) descritas em fungos (Kubicek et al., 2011).
Possivelmente devido 4 sua redundéncia, a delecio de certos genes de quitinases em algumas
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Foto: Rosa Hermosa.

Fusarium vs

Trichoderma

Figura 1. Cultivos pareados em placas de Fusarium oxysporum (esquerda) e Trichoderma spp. (direita)
apos 120 h de crescimento em meio batata-dextrose-agar. T6=Trichoderma parareesei, T7=Trichoderma
hamatum, T11=Trichoderma atroviride, T25=Trichoderma asperellum, T34=Trichoderma harzianum e
T87=Trichoderma virens; C=testemunha.

espécies de Trichoderma nio resultaram em perdas das habilidades micoparasiticas e de bio-
controle (Harman et al., 2004). Outro polimero da parede celular fungica é o glucano que, em
fungdo da sua composigio, ¢ hidrolizado por B-1,3-, p1,6- ou a-1,3-glucanases secretadas por
Trichoderma, e os genes que codificam [-1,3-glucanases também estdo super representados
(18) nos genomas de T virens e de T atroviride (Kubicek et al., 2011).

Muitos genes que codificam proteases e transportadores de oligopeptideos se expressam
antes ¢ durante o contato com o patgeno em distintas espécies de Trichoderma. A maioria
destas proteases, 33 subtilisinas presentes em T virense 36 em T atroviride, pertencem a familia
subtilisina serina proteases, que aparecem sobre-representadas entre ESTs (expressed sequence tags
- marcadores de sequéncia expressa) de T harzianum obtidas em condigdes de micoparasitismo
simulado (Sudrez et al., 2007) e de T atroviride em contato com R. solanie . sclerotiorum (Seid!
et al, 2009). A relacio direta entre as proteases ¢ a atividade micoparasitica foi demonstrada
a0 observar um incremento da capacidade de biocontrole em cepas de T. atroviride que sobre-
expressavam a subtilisina Prb1 (Flores et al., 1997). Ainda que se trate de uma atividade menos
conhecida, as proteases de Trichoderma também sdo capazes de desempenhar seu potencial de
biocontrole de forma direta frente a nematoides (Sudrez et al., 2004).

A diversidade das enzimas degradadoras da parede celular (CWDE) com estrutura e
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propriedades cinéticas tdo distintas (Sanz et al., 2004) permite evitar os sistemas de defesa dos
patogenos alvos. As enzimas degradadoras da parede celular de distintas cepas de Trichoderma
tém demonstrado sua eficacia inibindo a germinagdo de esporos, o crescimento de hifas e
o desenvolvimento de estruturas de resisténcia como esclerodios e clamidosporos de um
amplo niimero de patogenos, como por exemplo: Armillaria, Botrytis, Colletotrichum,
Diaporthe, Fusarium, Helminthosporium, Macrophomina, Monilia, Monilinia, Nectria,
Phoma, Phytophthora, Plasmopara, Pseudoperonospora, Pythium, Rhizoctonia, Rhizopus,
Sclerotinia, Sclerotium, Ustilago, Venturia, Verticillium, etc.; assim como de fungos que causam
podriddes de madeira e incluso vetores de doencas causadas por virus como o protozoario
Polymyxa (Monte, 2001). Ademais, como foi comprovado no controle de Botrytis, a aplicacio
combinada de quitinases e glucanases purificadas de T harzianum podem ser tio eficazes
como as doses efetivas da maioria dos fungicidas quimicos (Monte, 2001).

A antibiose de Trichoderma

A producio de metabélitos secundarios por cepas de Trichoderma também apresenta
grande variedade e aplicacio potencial, pois com varios milhares de compostos distribuidos
em mais de 120 estruturas moleculares, constituem uma das fontes de maior diversidade me-
tabolica do Reino Fungi (Hermosa et al., 2014). Entre os mais estudados estdo os peptaiboles,
pequenos peptideos nio ribossomicos (NRP), poliquetidios (PK), terpenos e pironas como
a 6-pentil-2H-piran-2-ona (6-PP), responsavel pela cor amarela e cheiro de coco de muitos
cultivos de Trichoderma. Estudos de gendmica comparada demostraram que as espécies de
Trichoderma tém as maiores reservas de clusters de genes relacionados com a biossintese de
metabolitos secundarios e que T atroviride e T virens albergam mais genes de NRP sintetases
e de PK sintases que nenhum outro fungo filamentoso (Kubicek et al, 2011; Mukherjee et
al, 2012).

E conhecida a atividade antiftingica in vitro de muitos dos metabolitos secundérios
produzidos por Trichoderma frente a Botrytis, Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia,
Stachybotrys, Colletrotrichum, Penicillium, Aspergillus e Gaeumannomyces entre outros
fungos e a Phytophthora e Pythium (Hermosa et al, 2014). Nio obstante, sio escassos os
ensaios conduzidos para se conhecer a eficcia de biocontrole de uma doenca de planta por
um determinado metabélito em condicdes de campo (Keswani et al., 2014; Li et al., 2014).

Os metabolitos de Trichoderma contribuem com as enzimas degradadoras da parede celu-
lar no potencial de controle. Contudo, nio parece ser rentavel a producio de um determinado
metabOlito para sua aplicacio direta em um cultivo agricola. Alguns dos metabolitos sio
fitotdxicos, como o trichoteceno e a trichodermina, que por este fato impede o uso de T
brevicompactum como agente de controle biologico (Tyjerino et al.,, 2011). A acio inseticida
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de alguns metabélitos de Trichoderma, isoladamente ou combinados com proteases, foram
testados frente a pulgdes (Shakeri; Foster, 2007; Evidente et al., 2009) e foi descrita a capa-
cidade entomopatogénica de NPR gliotoxina (Vargas et al,, 2014). E interessante destacar o
poder dissuasivo de alguns metabolitos de Trichoderma frente a insetos praga (Sabatini et al.,
2012) e a possibilidade de abrir uma linha de pesquisa que explore os efeitos dos metabolitos
de Trichoderma em atrair predadores e parasitoides dessas pragas (Contreras-Cornejo et al.,
2018), de forma direta ou por meio da indugio da producio de metabolitos com esses mesmos
efeitos nas plantas. A atividade dos metabolitos de Trichoderma, aplicados isoladamente ou
combinados com os microrganismos benéficos para as plantas, sem duvida contribuird para
o desenvolvimento de uma nova geracio de bioestimulantes e bioprotetores mais efetivos e
ecologicamente amigaveis que os existentes atualmente no mercado (Marra et al., 2019).

A competigio de Trichoderma

Competicio & um comportamento desigual de dois ou mais organismos por um mesmo
requerimento ou recurso, de maneira que a utilizagio deste por um deles reduz a quantidade
disponivel para os outros. Estes requerimentos ou recursos podem ser nutrientes, oxigénio,
espaco fisico, luz, etc.

A ubiquidade de Trichoderma em solos naturais e agricolas, em todas as partes do
mundo, ¢ uma prova de que é um bom competidor por espago e pelos recursos nutricionais.
Trichoderma é encontrado em quase todos os solos e também em habitats naturais que contém
grandes quantidades de matéria orginica, onde se comporta como excelente decompositor de
material vegetal e fiingico. Além disso, muitas espécies de Trichoderma mostram uma grande
versatilidade metabolica que lhes permitem crescer utilizando uma ampla gama de fontes de
carbono e de nitrogénio. Por outro lado, a capacidade para colonizar a rizosfera das plantas
¢ um ponto chave neste processo uma vez que um agente de controle biologico que nio
apresente capacidade de crescer na rizosfera nio podera competir por espaco e nutrientes.

As plantas se defendem dos patogenos gerando condicdes adversas, como a producio de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que dio lugar a um estresse oxidativo que dificulta o aces-
so dos fitopatogenos aos tecidos da planta hospedeira. Precisamente, uma caracteristica que
permite a Trichoderma competir na rizosfera ¢ a sua elevada tolerdncia ao estresse oxidativo.
Algumas cepas de Trichoderma apresentam a particularidade de suportar niveis de ROS que
outros fungos nio conseguem tolerar (Moran-Diez el al., 2010). A sintese de ROS & um dos
principais eventos que se produz nas interagdes patogénicas em 0rganismos eucariotas e as
NADPH oxidases (fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) estio implicadas na
formagdo de ROS. As analises funcionais de um gene que codifica uma NADPH oxidase de
T harzianum demonstraram que Trichoderma induz em seu proprio beneficio e, igual que
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R. solani, tolera melhor que outros fungos o estresse oxidativo, uma vez que favorece o anta-
gonismo frente a patogenos como Pythium (Montero-Barrientos et al,, 2011). Por outro lado,
em um projeto de alternativas ao brometo de metila em cultivos de morango, comprovamos
que os primeiros colonizadores dos solos fumigados, quando todavia tinham um elevado po-
tencial redox, foram cepas de Trichoderma que foram obtidas praticamente em cultivo puro,
devido seguramente a sua melhor adaptacio a um ambiente altamente oxidante.

Em sua relacio simbiotica com as plantas, Trichoderma implanta mecanismos
antioxidantes e induz nas raizes e na parte aérea da planta uma diminuigio dos niveis de ROS
quando sio prejudiciais para a planta, fato que leva a uma melhor tolerincia ao deficit hidrico
e outros estresses abioticos (Mastouri et al, 2012). Os genomas de Trichoderma parecem
desenhados para expressar seu grande oportunismo. Assim, o genoma de T virens apresenta
um elevado niimero de genes que codificam transportadores ABC implicados nos processos
de detoxificagio de compostos inibidores produzidos pela defesa da planta. Ruocco et al.
(2009) demonstraram que a expressio de um gene que codifica um transportador ABC, em T
atroviride, ¢ favorecida por metabélitos e micotoxinas produzidos por fungos fitopatogénicos.
Alem disso, demonstraram com a sua supressio a importancia da detoxificacio na agio de
Trichoderma no controle de Rhizoctonia e Pythium (Ruocco et al., 2009). A posse de um tipo
de chaperonas, conhecidas como proteinas heat shock (HSP), também permite a Trichoderma
sobreviver na rizosfera sob condicdes edaficas e climaticas muito adversas, tolerando estresses
termicos por calor e frio, oxidativos, osmoticos e salinos (Montero-Barrientos et al., 2008).

Trichoderma pode produzir sider6foros que colaboram com a sua sobrevivéncia e melhora
a sua competi¢ao na rizosfera em baixas concentragdes de ferro (Mukherjee et al., 2012). Alem
de siderdforos, podem solubilizar fosfatos mediante processos de acidificagio, redox, quelagio
¢ hidrolises (Li et al., 2015). Além disso, fot verificado que ocorreu aumento na expressio de
genes de T reesei relacionados com a aquisigio de nutrientes quando esta em contato com
R. solani (Atanasova et al., 2013). Embora sejam conhecidos, ha muito tempo, casos em
que se discute a competicio como responsavel direta do efeito antagénico de Trichoderma
(Sivan; Chet, 1989), nio ¢ facil determinar se a competicio por si somente ¢ suficiente para
que Trichoderma exerga sua agio antagonista ou se por contrario, outros mecanismos como
a antibiose ou 0 micoparasitismo preparam as condigdes para que a competi¢io se leve a
cabo de uma forma mais eficaz. Um método sensivel para demonstrar a substituicio de um
patogeno por um agente de controle bioldgico consiste no uso de cepas de Trichoderma
resistentes a um fungicida e cultivos de raizes em meios suplementados com este fungicida,
onde somente crescera a cepa de biocontrole. Entretanto, ndo devemos esquecer que uma
cepa de Trichoderma que seja excelente colonizadora da rizosfera nio tem por que ser
necessariamente um bom agente de controle biologico.



188 Trichoderma: uso na agricultura

A interagio de Trichoderma com as plantas

Um atrativo de Trichoderma em comparacio a outros agentes de biocontrole é a sua capa-
cidade para promover o crescimento das plantas. Ha 35 anos, Baker et al. (1984) descreveram
o maior peso seco de folhas de rabano quando cultivado na presenca de Trichoderma.

Estudos posteriores constataram que Trichoderma acelerava a germinagio de sementes de
pimentio e incrementava a altura de plantas de pepino, assim como o peso seco de plantas
de pimentdo, pepino e tomate com aplicagio em concentracio superior a 10° conidios/g de
solo (Chang et al., 1986). Estd bem documentado que Trichoderma promove o crescimento
da parte aérea das plantas e que produz auxinas e metabolitos como 6PP que favorecem o
desenvolvimento das raizes (Vinale et al., 2008; Contreras-Cornejo et al., 2009) e desta forma
as raizes sio mais profundas e vigorosas, proporcionando maior tolerancia a seca (Harman,
2000). Trichoderma também incrementa a absorcio e a solubilizacio de nutrientes (Yedidia
et al., 2001) e favorece a aderéncia hidrofobica e o desenvolvimento de pelos absorventes nas
raizes laterais, com conseguinte aumento da superficie de absorcio (Samolski et al., 2012).

Trichoderma também provoca uma diminuigio dos niveis de etileno (ET) nas plantas,
mediada pela enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, resultando em
maior crescimento das plantas. Esta enzima degrada o ACC, que é um precursor de ET, tendo
sido comprovado que se expressa durante a interacio de T atroviride com plantas de tomate
(Gravel et al., 2007) e de T asperellum com raizes de colza (Viterbo et al., 2010). Trichoderma
aumenta a massa seca e o conteudo de amido e aglicares soltveis das plantas (Shoresh et al.,
2010), o verdor das folhas (Harman, 2000) e a eficacia fotossintetica (Vargas et al., 2009),
estando esta ultima diretamente relacionada com a assimilagio de nitrogénio (Dominguez et
al,, 2016).

Os efeitos de Trichoderma proporcionando maiores rendimentos nos cultivos tem cola-
borado com a proliferagio de formulacdes comerciais que adotam esta via de registro que ¢
mais flexivel e barata, aproveitando das propriedades de Trichoderma como bioinoculante,
agente fitofortificante ou condicionador das plantas (Woo; Pepe, 2018). Desta forma, evita
submeter-se 4s normas muito mais severas, caras e lentas exigidas para registrar Trichoderma
como agente de controle bioldgico, isto é, como biopesticida.

Devido principalmente 4 sua preferéncia nutricional, Trichoderma abunda mais na rizos-
fera das plantas do que nos solos nio rizosféricos (Druzhinina et al,, 2011). Apesar de mais
de 90% das plantas terrestres serem colonizadas por fungos micorrizicos, suscetiveis de serem
atacados por agentes micotroficos como Trichoderma, a realidade é que existem estudos a
favor e contra a compatibilidade de Trichoderma com micorrizas arbusculares. Em estudos
in vivo, foram demonstrados efeitos positivos para as plantas com a associacio de micorrizas
com Trichoderma (Chandanie et al., 2009; Buysens et al,, 2016). As micorrizas podem inclusi-
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ve servir de via de entrada de Trichoderma nas raizes (De Jaeger et al., 2010), sugerindo que a
micotrofia tenha colaborado na evolugio de Trichoderma ao endofitismo. Sio poucas as espé-
cies de Trichoderma realmente endofiticas, sendo muito mais numerosas as que se comportam
como endofitos facultativos (Bae et al., 2009).

O colonizagio & um processo que envolve o reconhecimento e aderéncia as raizes, a pene-
tragio na planta, e a resisténcia aos estresses oxidativo e nitrosativo e as enzimas e metabolitos
toxicos produzidos pela planta em resposta a invasio, incluso degradando ativamente com-
postos fenolicos dos exsudatos radiculares (Chen et al., 2011) ou suprimindo a biossintese de
fitoalexinas (Masunaka et al., 2011). Em Trichoderma, o processo de aderéncia a superficie da
raiz pode estar mediado por pequenas proteinas hidrofobicas da superficie externa da parede
celular (hidrofobinas) e por proteinas do tipo expansina capazes de reconhecer a celulose e
modificar a arquitetura da raiz da planta (Mendoza-Mendoza et al., 2018).

O estabelecimento de Trichoderma nos tecidos radiculares pode ser favorecido por ati-
vidades do tipo hemicelulase e poligalacturonase, esta tltima requerida por T harzianum
para a colonizacio ativa da raiz e a inducio das defesas da planta frente a0 ataque de um
patogeno necrotrofico como Botrytis cinerea (Moran-Diez et al., 2009). Uma vez colonizada a
raiz, o crescimento de Trichoderma se vé restringido aos espacos intercelulares do cortex e da
epiderme ja que a aposigio de calose na parede celular impede o acesso de Trichoderma aos
sistemas vasculares (Yedidia et al., 1999). Diferentes espécies de Trichoderma podem colonizar
as raizes de muitas plantas e incluso viver endofiticamente, nio somente sem causar danos
se nio protegendo as plantas frente a patogenos e estresses ambientais e incrementando o
rendimento dos cultivos em diferentes sistemas produtivos (Druzhinina et al,, 2011; Carrero-
Carron et al., 2018). O potencial de biocontrole de Trichoderma também pode ser estendido as
plantas daninhas parasitas, uma vez que pode atuar como barreira fisiologica para prevenir a
germinagdo de suas sementes, suprimindo sinais que estimulam o desenvolvimento de plantas
daninhas, como ocorre com a degradagdo de estrigolactonas (Boari et al., 2016).

O dialogo de Trichoderma com as plantas modula os processos de sinalizagio mediados
por fitohorménios (Hermosa et al., 2012). Durante o processo de colonizagio da raiz, um
horménio chave para o reforgar as paredes celulares é o 4cido salicilico (SA), que restringe
Trichoderma ao apoplasto (espaco extracelular constituido pelas paredes celulares e os espagos
entre as celulas por onde circulam a agua e os solutos), prevenindo assim sua chegada até
o sistema vascular. A fungio principal do 4cido salicilico na colonizagio por Trichoderma
for demonstrada com mutantes de Arabidopsis incapazes de sintetizar acido salicilico, uma
vez que as plantas que carecem deste fitohorménio nio acumulam calose e permitem a dis-
seminacio vascular de Trichoderma até as partes aéreas, com o posterior colapso da planta
(Alonso-Ramirez et al., 2014).
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Trichoderma e a indugio de defesas na planta

A enorme variedade de plantas hospedeiras de Trichoderma leva a pensar que nio existe
uma adaptacio especifica do fungo a um tipo de planta em particular, ainda que a compara-
¢do dos transcriptomas da cepa de Trichoderma virens Gv29-8 em tomate e milho sugira que
o comportamento do fungo esta condicionado por cada planta hospedeira (Moran-Diez et
al,, 2015). Também se sabe que os efeitos positivos de Trichoderma sio extensiveis a muitas
espécies de vegetais, pelo que também se pode pensar que, no didlogo molecular com a planta,
¢ o Trichoderma quem marca uma pauta de comportamento, o que poderia ser chamado de
“efeito Trichoderma”, cujos mecanismos estio comecando a ser compreendidos (Hermosa et
al,, 2012, 2013).

Trichoderma estimula de forma sistémica as defesas das plantas frente ao ataque de pa-
togenos e condicdes edaficas e ambientais adversas, sem a necessidade de estabelecer contato
direto com o invasor ou estar submetida a um estresse prévio. Os patdgenos atacantes mais
habituais controlados sistemicamente pelo efeito Trichoderma sio fungos filamentosos, oomi-
cetos e bactérias (Shoresh et al., 2010), apesar que também se veem ativadas as defesas frente
a nematoides (Medeiros et al., 2017), insetos (Coppola et al., 2017) e virus (Elsharkawy et al,,
2013). Portanto, as plantas nio percebem Trichoderma como um inimigo. Contudo, para al-
cangar a condicio de “amigo” das plantas Trichoderma precisou desenvolver suas capacidades
oportunistas, utilizar os exsudatos da raiz (Vargas et al., 2009) e superar as respostas iniciais de
defesa das plantas (Moran-Diez et al., 2012).

As plantas sio capazes de apresentar respostas imunologicas altamente especificas e man-
ter uma memoéria duradoura frente ao ataque de patogenos. A primeira linha de defesa ativa
se conhece como resposta imune inata, que entra em funcionamento quando moléculas dos
atacantes, conhecidas como padrdes moleculares associados a microrganismos (microbe asso-
clated molecular patterns - MAMP), que sio evolutivamente muito conservadas (beta-gluca-
nos e quitina da parede celular dos fungos, flagelina e peptideo-glucano das bactérias, etc.),
sio detectadas por receptores denominados receptor de reconhecimento de padres (pattern
recognition receptors - PRR), que estdo localizados na membrana celular de cada célula vege-
tal. Igualmente, os PRR também respondem a moléculas liberadas pela agio hidrolitica dos
atacantes sobre os tecidos da planta (exemplos: oligdmeros da parede celular e restos cuticu-
lares), que sdo conhecidos como padrdes moleculares associados a0 dano (damage-associated
molecular patterns - DAMP).

Quando se estimula um PRR se gera uma cascata de transducio de sinais que da lugar
a uma resposta imune conhecida como imunidade disparada por MAMPs (MAMP-triggered
immunity - MTI). Como resultado, se produz a fortificagio das paredes celulares da planta com
a deposicio de calose e de lignina; a produgio de metabdlitos secundarios com agdo antimicro-



Trichoderma e seus mecanismos de agio 191

biana como as fitoalexinas; a acumulagio de proteinas de defesa, conhecidas como proteinas
relacionadas 4 patogénese (pathogenesis-related - PR), entre as quais se destacam as quitinases e as
glucanases que hidrolisam a parede celular de fungos e oomicetos potencialmente invasores; e a
acumulacio de fitohorménios como 4cido salicilico, etileno e acido jasmoénico (JA), consideradas
protagonistas principais da resposta imune cujo sinal se transmite sistemicamente através das
células vizinhas. A quantidade, composicio e 0 momento em que a mistura de fitohormonios
produzidos nas células vegetais variam de uma planta para outra e depende de seu estilo de vida e
da estratégia empregada pelos atacantes (Pieterse et al., 2009). No caso de Trichoderma, a resposta
imune, medida por estes fitohorménios, ¢ dependente da cepa, sua concentracio, a duracio da
interagdo e do estado de desenvolvimento e drgio da planta (Segarra et al., 2007).

Os patogenos que causam danos nas plantas sio os que evoluiram para suprimir a de-
fesa MTL Eles liberam uma série de moléculas, conhecidas como “efetores”, que modulam
a resposta imune inata e permitem a infeccio ou a colonizagio endofitica (Lo Presti et al,
2015). Os genes que codificam moleéculas efetoras obedecem a distintos padrdes evolutivos e
evidenciam a coevolucio do patogeno com o seu respectivo hospedeiro (Franceschetti et al,
2017). As proteinas efetoras sio secretadas no apoplasto ou no citoplasma da célula hospedei-
ra. Os efetores também podem se translocar ao interior do nicleo celular, o que sugere que
podem manipular a transcricio na célula hospedeira ou unirse diretamente a componentes
essenciais do nucleo em beneficio do atacante que os ha liberado (Rivas; Genin, 2011). Mais de
80 proteinas efetoras em fungos e oomicetos fitopatogénicos foram clonadas e caracterizadas
(Selin et al., 2016).

Por sua vez, as plantas também evoluiram adquirindo a habilidade de reconhecer os efeto-
res por meio de proteinas citoplasmaticas de resisténcia que contém repeticdes ricas em leucina
(LRRs) e sitios de unido a nucleotideos (NBS), dando lugar a uma resposta imune adaptada
(especifica) conhecida como imunidade disparada por efetores (effector-triggered immunity
- ETI). A coevolugio entre atacantes e plantas tem gerado colegdes de efetores microbianos
intracelulares e proteinas NBS-LRR (também denominadas NLR) que os reconhecem. Assim,
varias NLR estdo super-representadas no proteoma de folhas de tomate em interagio com
Trichoderma atroviride (Marra et al., 2006). Por outro lado, se tem proposto que os receptores
PRR, além de reconhecer MAMPs, também podem ser ativados pela agdo dos efetores libera-
dos no apoplasto (Win et al,, 2012). A defesa frente aos colonizadores apoplasticos, como é o
caso de Trichoderma, € do tipo ETI (porque é induzida por efetores), contudo também é do
tipo MTI (ja que, igual que os MAMDPs, esses efetores sio reconhecidos por receptores PRR da
superficie celular). A defesa ETI se associa frequentemente com o desenvolvimento de uma
resposta precoce, que gera estresses oxidativo e resposta de hipersensibilidade (HR), uma morte
celular programada, localizada no sitio de infecgio, que previne a disseminacio do patogeno
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dentro da planta. O fato de que algumas cepas de Trichoderma suportem melhor que outros
fungos do solo o estresse oxidativo, thes da vantagem na rizosfera das plantas, onde se pro-
duz a liberacio de espécies reativas do oxigénio como consequéncia da ETL. Na maioria dos
casos, a aparicdo de hipersensibilidade implica na ativagio das defesas dependentes de acido
salicilico, que se conhecem como resisténcia sistémica adquirida (SAR), e no caso particular de
Trichoderma se necessita acido salicilico para limitar sua presenca no apoplasto da epiderme e
do cortex, evitando que alcance os vasos vasculares (Alonso-Ramirez et al., 2014).

Os fitohorménios acido jasmonico e etileno também sio reguladores importantes do
sistema imune das plantas, ativando o que se conhece como resisténcia sistémica induzida
(ISR), que esta especialmente relacionada com a defesa que apresentam as plantas frente aos
patogenos necrotroficos, microrganismos beneéficos e insetos herbivoros (Pieterse et al., 2014).
Trichoderma supera a defesa dependente de acido salicilico por meio do incremento das
respostas sensiveis a acido jasmonico/etileno e auxina, que atuam como antagonistas do acido
salicilico (Brotman et al., 2013). Esta afirmacio esta apoiada na forte sub-regulacio de genes
relacionados com a resposta a0 4cido salicilico observada depois de 4 h da noculacio de
T harzianum em plantas de Arabidopsis, seguida de um incremento na expressio de genes
marcadores da resposta ao acido salicilico e a sobre-regulacio de genes relacionados com as
respostas dependentes do acido abscisico (ABA), depois de 48 h. Tudo indica que Trichoderma
tem que fazer frente s defesas da planta desde os primeiros momentos da interacio, quando
a resposta inicial SAR (resisténcia sistémica adquirida) ndo tenha ainda alcangado sua maxima
intensidade, permitindo assim a colonizagio da epiderme e do cortex, e que a sub-regulacio
de genes relacionados com a resposta ao acido salicilico seria suficiente para prevenir a disse-
minacio indiscriminada do fungo na raiz.

A habilidade de ativar a resposta ISR (resisténcia sistémica induzida) de forma indepen-
dente a0 acido salicilico é uma caracteristica comum dos microrganismos benéficos (Pieterse
et al, 2014) que foi observada pela primeira vez em T asperellum colonizando raizes de
pepino, onde foi detectada ISR (resisténcia sistémica induzida) dependente de JA/ET (acido
jasmonico/etileno) na parte aérea da planta em menos de 48 h (Shoresh et al,, 2005). Nio
obstante, existem estudos que demostram que o acido salicilico atua como regulador da de-
fesa ISR (resisténcia sistémica induzida) ativada por Trichoderma (Moran-Diez et al., 2009;
Salas-Marina et al.,, 2011; Mathys et al., 2012; Martinez-Medina et al., 2013). Também se tem
observado que Trichoderma regula os niveis de etileno endégeno na planta (Viterbo et al,,
2010) e que também produz os fitohorménios auxina (Contreras-Cornejo et al., 2009) e acido
salicilico (Perez et al., 2015), que afetam o crescimento e as defesas da planta.

Um modelo explicativo do dialogo molecular entre Trichoderma e as plantas foi propos-
to. Neste modelo, no qual dependendo do momento e do resultado do estimulo provocado
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por Trichoderma, a homeostase fitohormonal (com acido salicilico, 4cido jasménico, etileno,
acido abscisico, giberilinas e auxinas como principais atores) controla por sua vez o desen-
volvimento e as defesas da planta (Hermosa et al., 2012). Este modelo ajudaria a entender os
mecanismos pelos que Trichoderma contribui para incrementar a capacidade de crescimento
das plantas, a resisténcia as doengas e a tolerdncia aos estresses abioticos. No entanto, o dialogo
que mantém Trichoderma com as plantas ¢ dindmico e a expressio dos genes que determinam
as respostas SAR (resisténcia sistémica adquirida) e ISR (resisténcia sistémica induzida) se
sobrepde de maneia ondulatoria, concordando com a habilidade de Trichoderma para crescer
dentro e fora das raizes, provocando uma resposta sistémica que a planta € capaz de recordar
em presenca de estresses bidticos e abioticos (Rubio et al,, 2014). Ao longo do tempo, as
mudancas causadas por Trichoderma no transcriptoma da planta vio sendo diminuidas ou,
0 que ¢ a mesma coisa, a frequéncia e amplitude da resposta ondulatoria se estende durante
varias semanas até desaparecer. Assim, temos comprovado que somente alguns poucos genes
de tomate, relacionados com o metabolismo e a defesa, modificaram seu perfil de expressio
depois de trés semanas da aplicacio de T harzianum nas raizes (Dominguez et al., 2016).

A indugio das defesas sistémicas frente aos estresses ambientais € possivelmente a ca-
racteristica menos estudada em Trichoderma. Recentemente, observamos que a aplicagio de
fertilizante nitrogenado e doses adequadas de T harzianum apresentam efeito sinérgico, con-
tudo ¢ produzido um decaimento das plantas de tomate se aplicados conjuntamente em
determinadas condigdes de estresse salino (Rubio et al., 2017). A relevancia destes resultados
que se descreve que a super estimulacio da planta por dupla fertilizagdo com Trichoderma e
fertilizantes nitrogenados, sob condicdes sub-Otimas para a planta, da lugar a um desequilibrio
fitohormonal que provoca alteragdes fenotipicas indesejaveis. Portanto, independentemente
de seu uso como agente de controle biologico ou como bioestimulante, resultara de vital
importancia ajustar as doses de Trichoderma aplicadas a cada planta em fungio das condicdes
de cada cultivo.

Em um estudo realizado entre Brasil e Espanha, na Universidade de Salamanca, foi ob-
servado que plantas de tomate inoculadas com Trichoderma e infectadas com o nematoide
das galhas Meloidogyne javanica expressam ondulatoriamente genes de defesa sistémica, de-
pendentes de acido salicilico ou de acido jasménico, em fungio da fase do ciclo infectivo
do nematoide (Medeiros et al., 2017). Neste mesmo estudo, também foi comprovado que a
descendéncia de plantas de tomate submetidas ao “efeito Trichoderma” herdam a resisténcia
a patogenos e a promogcio de crescimento de seus progenitores (Medeiros et al., 2017). O
resultado final é indicativo de que Trichoderma reprograma as células de tomate podendo
causar alteracdes epigenéticas nos nos que regulam as respostas transgeracionais da defesa e do
crescimento da planta.
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Consideracoes Finais

Trichoderma é um fungo oportunista que apresenta capacidade de colonizar substratos
variados sob condi¢des ambientais muito diversas, possui 0 maior nimero de enzimas hi-
droliticas encontradas no Reino Fungi e possui também um sistema muito poderoso de re-
paragdo celular que lhe permite crescer em condigdes adversas. A exploragio da capacidade
de Trichoderma para atacar outros fungos tem permitido o desenvolvimento de numerosos
agentes de controle bioldgico com demonstrada eficacia em distintos sistemas produtivos. Nos
Ultimos anos sio cada vez mais frequentes os estudos descrevendo que Trichoderma promove
o crescimento das plantas e a germinagio de sementes, que estimula sistemicamente as defesas
das plantas frente aos patogenos e também frente a estresses ambientais. Tudo isto constitui o
que pode ser chamado de “efeito Trichoderma”. Como resultado do dialogo de Trichoderma
com as plantas entram em jogo distintos sistemas de regulacio génica que fazem com que a
planta responda a este efeito, crescendo mais e melhor, adaptando-se as condigdes sub-Otimas
de cultivo ou defendendo-se por meio de mecanismos de resisténcia sistémica. A exploracio
eficiente das capacidades de biocontrole e de bio-estimulacio de Trichoderma dependera da
nossa capacidade de selecionar as melhores cepas e estabelecer as melhores condicdes de uso.
Finalmente, o “efeito Trichoderma” é suscetivel de ser herdado, o que abre um enorme leque
de possibilidades de aplicacio deste fungo na produgio de sementes e de mudas.
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Introdugio

Fungos do género Trichoderma (Ascomycota, Hypocreales) sio saprofitos componentes ati-
vos da microbiota do solo, participando de intmeros processos nesse ambiente. Tal género ¢
conhecido por ser cosmopolita, encontrado em diversas partes do globo (Ameéricas, Europa,
Asia, Africa e Oceania). O género Trichoderma pode ser encontrado tanto em regides frias (ex.
T aureoviride, presente apenas no Reino Unido e Europa) quanto em regides de clima tropical
(ex. T stromaticum, encontrado apenas nas Américas) (Samuels, 2006; Samuels et al., 2000). Ha,
também, relatos da presenca de Trichoderma spp. em condigdes extremas como em solo Antértico
(Hughes et al, 2007) e em tanques de querosene (Klein; Eveleigh, 1998).

Essa versatilidade em ocupar diferentes habitats esta relacionada a plasticidade genética de
individuos desse género, permitindo sua sobrevivéncia em diversas localidades e condicdes dis-
tintas (Benitez et al., 2004; Druzhinina et al, 2012; Zeilinger et al., 2016). Fatores ambientais que
sio reconhecidos por proteinas receptoras desencadeiam a transdugio de sinais que resultam,
normalmente, na ativaio ou repressio de diferentes genes (Zeilinger et al.,, 2016). Essa alteracio
no perfil de transcritos culmina na producio de um contetdo proteico distinto, evidenciando
sua capacidade metabolica diversificada e, consequentemente, uma resposta do organismo ao
estimulo percebido (Kubicek et al, 2008).

Devido a sua ampla distribuicio, consequéncia de seu sucesso metabélico, o género
Trichoderma tem sido alvo de inimeros estudos focados em investigar sua parceria com a
microbiota e com plantas monocotileddneas e dicotiledoneas (Harman et al., 2004; Lopes et al.,
2012; Ramada et al,, 2016; Steindorff et al., 2014; Vinale et al., 2008, 2009; Viterbo et al., 2007). A
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utilizacio do género Trichoderma tem sido satisfatoria em diversas lavouras por inlimeros motivos,
como promover a resisténcia de plantas (Harman et al., 2004; Osbourn, 2010; Vinale et al,, 2012)
ou no controle do crescimento da populagio de varios fitopatogenos que atacam uma grande
variedade de culturas agricolas (Medeiros et al., 2017; Debode et al,, 2018; Almeida et al., 2007;
Geraldine et al.,, 2013; Marra et al,, 2019). Assim, o género Trichoderma vem sendo amplamente
utilizado como agente de biocontrole de fungos fitopatogénicos de importancia agricola.

No Brasil, a maioria dos produtos registrados 4 base de agentes de biocontrole sio formula-
¢0es contendo como ingrediente ativo conidios de Trichoderma spp. (Agrofit, c2003). Contudo,
a medida que pesquisas avancam no entendimento dos componentes quimicos de Trichoderma
spp. que estio envolvidos na capacidade do mesmo em interagir com plantas e fitopatdgenos,
aumenta-se o interesse na elaboracio de produtos a partir desses metabolitos. Dessa forma, esse
capitulo visa discutir, em linhas gerais, o conhecimento existente acerca dos metabolitos, princi-
palmente os secundarios, produzidos por Trichoderma spp. durante sua interagio com a micro-
biota e plantas de interesse econdmico.

Trichoderma spp. e o metabolismo secundario

O género Trichoderma é conhecido por ser extremamente competitivo na colonizagio de um
ambiente, o que leva a alteragio da comunidade microbiana como um todo (Chen et al,, 2012).
O motivo do sucesso do género Trichoderma na colonizagio de diversos ambientes é o mesmo
motivo desse género ser utilizado para o controle do crescimento dos fitopatdgenos: competicio
por nutrientes, producio de enzimas capazes de hidrolisar a parede celular do hospedeiro e pro-
ducio de metabolitos secundarios (Sivan; Chet, 1989).

O termo “metabdlitos secundarios” referese a compostos quimicamente diversos que es-
tio envolvidos em vias de sinalizagio, desenvolvimento e interagio com outros organismos.
De forma geral, os metabolitos secundarios produzidos por Trichoderma spp. sio frequente-
mente associados a certas atividades que ocorrem no metabolismo flingico, porém, eles nio
sdo cruciais durante a fase de crescimento (Chiang et al., 2009; Keller et al, 2005). Apesar de
ndo exercerem um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento do fungo, os me-
tabolitos secundarios sdo importantes na colonizagio de habitats, oferecendo uma vantagem
ecologica na conquista do ambiente. Assim, a ampla variedade de metabolitos secundarios ¢
relacionada com a grande diversidade de organismos-alvo que o género Trichoderma consegue
parasitar (Mukherjee et al, 2012; O’brien; Wright, 2011).

Metabolitos secundarios sio compostos de baixa massa molecular (< 3 kDa) e bastante
apreciados no ramo industrial e agricola (Herbert, 1989; Vinale et al., 2014), podendo exibir
uma infinidade de fungdes biologicas e atuar como protagonistas em diversas interagdes entre
organismos (ex. fungo - fungos, fungo - planta, fungo - microbiota) (Hanson, 2003). A
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producio dos metabélitos secundarios pode ser vinculada a duas rotas de sintese nos fungos:
i - alteragio de algum metabdlito primario, como Acetil Coenzima A e aminoacidos, pela via
das policetideo sintases, do mevalonato, dentre outras (Vinale et al., 2014); i1 - produtos de
complexos enzimaticos chamados de sintetases no ribossomais, conhecidos como peptaibols
(Mukherjee et al., 2011).

Atualmente, sio conhecidas mais de 500 tipos de estruturas distintas (Brito et al., 2014;
Patil et al, 2016; Reino et al., 2008). Compostos como quinonas, pironas, terpenoides, esteroi-
des (Reino et al., 2008), gliotoxinas, gliovirinas (Howell, 1991; Weindling; Emerson, 1936) € os
peptideos antibidticos (peptaibols) (Daniel; Rodrigues Filho, 2007) sdo exemplos de grupos de
metabolitos secundarios produzidos por Trichoderma spp. Dentro da diversidade de metabo-
litos secundarios produzidos pelo género Trichoderma, alguns metabolitos se destacam pelo
seu uso na industria, pela sua eficiéncia em sua atividade antibidtica ou por sua importincia
na promogcio de eventos benéficos as plantas (Tabela 1). As relacdes desses metabolitos com
fitopatdgenos e com plantas sera abordada a seguir.

Tabela 1. Principais metabdlitos secundarios produzidos pelo género Trichoderma.

Classes Metabolito Espécie de  Atividades Organismos alvos Referéncias
secundirio Trichoderma
Epipolitiodio-  Gliotoxina T virens Antimicrobiana  Rhizoctonia solani, Pythium (Howell, 1991; Patron et al., 2007,
xopiperazinas e gliovi- ultimum Weindling, 1932)
rinas
Policetideos  Antroqui- T polysporum Antimicrobiana  Fomes annosus, Fusarium spp.  (Donnelly; Sheridan, 1986; Siva-
nonas sithamparam; Ghisalberti, 1998)
Koningini- T harzianum, Antimicrobiana  Rhizoctonia solani, Phytoph-  (Almassi et al., 1991; Dunlop et al.,
nasA, B, T koningii, T thora cinnamomy, Pythium 1989; Ghisalberti; Rouland, 1993;
C,D,E G, aureoviride middletonii, Fusarium oxys- Lang et al,, 2015)
LM porum, Bipolaris sorokiniana,
Gaeumannomyces graminis
Pironas 6-pentil- T harzianum, Antimicrobiana e Rhizoctonia solani, Fusarium (Dennis; Webster, 1971; El-Hasan;
opiroma T viride, T indugdes benéfi-  moniliforme Buchenauer, 2009)
(6D) atroviride cas a plantas
Massoillac- T harzianum, Antimicrobiana  Rhizoctonia bataticola, Fusarium (Dubey et al,, 2011)
tona T virens oxysporum
Terpendides  Viridiol T virens, T Antimicrobiana  Aspergillus spp., Rhizoctonia (Howell; Stipanovic, 1994; Sakuno
hamatum solani et al., 2000; Wipf; Kerekes, 2003)
Viridina T viride T Antimicrobiana  Fusarium caeruleum, Penicillium (Reino et al., 2008)
virens expansum, Aspergillus niger
Compostos ~ Harzianopi- T harzianum  Antimicrobiana e Botrytis cinerea, Rhizoctonia (Vinale et al., 2006)
heterociclicos  ridona inducdes benéfi-  solani, Gaeumannomyces
cas a plantas graminis, Pythium ultimum
Acido T harzianum Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoc- (Vinale et al., 2009)
harzidnico tonia solani
Butenolideos  Butenoli- T harzianum  Antimicrobiana e Pythium ultimum, Rhizoctonia ~ (Almassi et al, 1991; Claydon et al.,
odeo inducdes benéfi-  solani, Botrytis cinerea, Gaeu- 1991; Ordentlich et al,, 1992; Vinale
cas a plantas mannomyces graminis et al., 2006)
Peptaibols Trichoto- T asperellum, Antimicrobiana e Staphylococcus aureus, Escherr-  (Brewer et al., 1982; Brito et
xinas T viride indugdes benéfi-  chia coli, Artemia salina al., 2014; Briickner; Graf, 1983;
Asperelinas cas a plantas Chutrakul et al., 2008; Irmscher;

Jung, 1977, Ren et al,, 2013)
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Metabolitos envolvidos na interagio Trichoderma e fitopatdgenos

Alguns metabélitos produzidos por fungos possuem uma agio antagonista a outros fun-
gos, inibindo o crescimento e/ou sendo toxico ao fungo alvo. Em 1932, Weindling observou
que a espécie Trichoderma lignorum, posteriormente identificada como T virens, era capaz
de parasitar outros fungos (Weindling, 1932). Anos apds, foi observado que parte dessa agio
antagonista a outros fungos era devido, também, a capacidade de secretar um composto que
viria a ser chamado de gliotoxina (Weindling; Emerson, 1936).

No campo agricola, o género Trichoderma ¢ utilizado como agente de biocontrole e possui
uma grande eficiéncia no manejo de diversas doencas de plantas de dificil controle, como por
exemplo, o mofo-branco. O controle dessas doencas, causadas principalmente por fungos fito-
patogénicos habitantes do solo, ocorre por uma orquestrada rede de agdes que envolve tanto
o Trichoderma spp. quanto o fungo atacado (Figura 1). A secrecio de metabélitos secundarios
volateis por Trichoderma spp. é fundamental para o contato inicial com a populacio do fito-
patogeno, pois essa resposta serd o gatilho que desencadeara o processo de micoparasitismo
(Schirmbock et al., 1994; Zeilinger; Omann, 2007).

Figura 1. Interacio de Trichoderma spp. e fitopatdgenos. (A) Encontro das hifas dos fungos. (B)
Metabolitos produzidos por Trichoderma spp. (tridngulo verde claro). (C) Resposta do fitopatogeno
(vermelho) devido a agio do Trichoderma spp. (D) Contra resposta do Trichoderma: Secregio de en-
zimas hidroliticas (azul). Seta indica a direcio da resposta. Hifas do Trichoderma estio representadas
pela cor verde. Hifas do fitopatogeno estdo representadas pela cor cinza.

Os metabolitos secundarios de Trichoderma tem sido alvo de diversos estudos de diferen-
tes focos, podendo se destacar, o biotecnoldgico que visa a procura de um novo composto
de agdo efetiva ou o molecular, que tem o intuito de compreender como esses compostos
impactam no processo de micoparasitismo. O género Trichoderma produz diversos grupos
de metabdlitos secundarios, parte amplamente estudado e uma outra parte com metabolicos
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relativamente desconhecidos. Segundo Ghisalberti; Sivasithamparam (1991), os metabolitos
secundarios antibioticos sio divididos em trés classes: 1 - antibidticos volateis; ii - compostos
soluvels em agua; 1ii - peptaibols (Ghisalberti; Stvasithamparam, 1991)

Policetideos

Os policetideos pertencem a um grupo de metabélitos secundarios que apresentam estru-
turas e funcdes diversas. A biossintese desses compostos ocorre a partir da jungdo de unidades
repetitivas de acidos graxos de cadeia curta, como acetato ou propionato, de maneira similar
a biossintese de acidos graxos. A reacio de condensacio ¢ catalisada pelas enzimas policetideo
sintases (Patil et al., 2016).

A principal fungdo observada para essa classe de metabolitos esta relacionada as suas
atividades antibacterianas, antifiingicas, antiparasiticas e antitumorais, o que desperta o desejo
para aplicagdes na area agricola e farmacologica. Na agricultura, Trichoderma spp. sio os
principais produtores de policetideos para usos benéficos. Como exemplos de compostos,
temos as trichoharzinas (Kobayashi et al, 1993); trichodimerols (Zhang et al, 2014);
trichodermatideos A, B, C e D (Sun et al., 2008); koningininas A, B, D, E e G (Almassi et al.,
1991; Ghisalberti; Rouland, 1993); e koningininas L e M (Lang et al., 2015). Os policetideos
de Trichoderma spp. sio relatados na literatura como toxicos para Gaeumannomyces graminis
var. tritici, Rhizoctonia solani, Phytophthora cinnamomi, Pythium middletonis, Fusarium
oxysporum e Bipolaris sorokiniana.

Dentro da classe dos policetideos, podemos citar as quinonas. A estrutura geral das qui-
nonas apresenta um anel quinonoidico que pode apresentar modificagdes em sua estrutura,
presenca de anéis antracénicos (antroquinonas) ou modificagdes que se assemelham a um
benzeno devido as duplas ligagdes no ciclo (benzoquinonas), por exemplo. As espécies do
género Trichoderma produzem antroquinonas e benzoquinonas que apresentam diferentes
fungdes bioldgicas.

No género Trichoderma, a pigmentacio esverdeada é devido a producio de antroquinonas
na presenca de raios UV (Betina et al., 1986; Ghisalberti, 2002). Alem disso, ja foi observado
que as antroquinonas sio produzidas quando representantes da espécie I polysporum sio
colocados em contato com o fungo Fomes annosus e Fusarium spp., apresentando uma
acio antagonista (Donnelly; Sheridan, 1986; Sivasithamparam; Ghisalberti, 1998). Entre
as antroquinonas existem as moléculas trichodermaol que apresenta atividade antagonista
contra Bacillus subtilis e Streptococcus aureus, chrysophanol com atividade antagonista contra
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes e Aspergillus
fumigatus (Adachi et al., 1983; Agarwal et al,, 2000). As benzoquinonas tem a caracteristica
de ser bastante volatil e possuir efeito antagonista contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, como por exemplo a aurantiogliocladina (Taylor, 1986).
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Pironas

As pironas sdo compostos ciclicos que contém seis anéis insaturados com um atomo de
oxigénio e um grupo funcional cetona. As pironas sio observadas em duas formas isomericas:
2-pirona (o-pirona) e 4-pirona (y-pirona). A -pirona ¢ encontrada em abundincia na natureza,
tendo sido isolada de diversas fontes biologicas e que apresentam diversas atividades, como
antifingica, antibiotica, citotoxica, neurotdxica, fitotoxica, etc. (McGlacken; Fairlamb, 2005).

O género Trichoderma apresenta uma vasta gama de pironas como armas para combater
patogenos. A 6-pentil- -pirona (6-PP) foi o primeiro metabolito volatil antifingico estudado,
isolado de T viride (Collins; Halim, 1972), o qual apresentou proeminente potencial an-
tifiingico contra R. solani (Dennis; Webster, 1971). Esse metabolito também ¢ responsavel
pelo aroma de coco caracteristico de Trichoderma spp. A elucidagio da via biossintética de
6-PP sugere que a mesma pode ser realizada a partir da acio de enzimas da via de formagio
de policetideos (Sivasithamparam; Ghisalberti, 1998) ou a partir do acido linoleico (Serrano-
Carreon et al., 1993).

Em 1995, Hill e colaboradores propuseram o uso de Trichoderma como agente de
biocontrole juntamente a duas lactonas com propriedades antibioticas: massoillactona
¢ y-decalactona (Hill et al, 1995). Outro composto que apresentou atividade proeminente
contra Sclerotium rolfsii foi a viridepironona (Evidente et al., 2003). Vinale e colaboradores
(2012) isolaram um derivado de uma hidroxil lactona, cerinolactona, e, mais recentemente,
os pesquisadores isolaram a trichodermaerina, uma lactona diterpénica, de T asperellum, que
apresentou potencial atividade antifingica (Chantrapromma et al., 2014; Vinale et al., 2012).

Terpendides

Terpenos sio uma importante classe de metabélitos secundarios, que normalmente estio
relacionados a defesa de plantas e aos microrganismos, além, de possuirem um forte odor
(Patil et al, 2016). Os terpenos sdo hidrocarbonetos naturais formados a partir da condensagio
de unidades de isoprenos. Os terpernoides sio similares aos terpenos, mas se diferenciam por
possuirem algum tipo de grupo funcional adicional. Portanto, o termo terpenos e terpendides
sdo intercambiaveis.

Os terpenos podem ser categorizados em diferentes categorias com base no numero de
unidades de isoprenos incorporada no esqueleto principal. O isopreno, também chamado de
2-metil-1,3-butadieno, & um composto que possui cinco atomos de carbono (5C). Terpenos
com duas unidades isoprendides sio chamados de monoterpenos (10C). A adigio de uma ou
mais unidades de isopreno leva as seguintes classificagdes: sesquiterpenos (15C), diterpenos
(20C), sesterterpenos (25C), triterpenos (30C), carotenoides, etc. (Patil et al, 2016).

Trichoderma spp. apresentam uma grande variedade de terpendides. Os acidos
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Trichodérmicos A e B foram isolados de T virens (Yamaguchi et al,, 2010) e apresentaram
atividade anticincer. Outros dois terpenoides, harzianona e trichoacorenol, foram descritos
quando Trichoderma spp. interagia com Xylocarpus granatum (Zhang et al,, 2014). Supde-
se que o género Trichoderma ndo produza monoterpenos ou que os produzam em baixas
concentragdes, visto que os mesmos ainda ndo foram descritos (Sivasithamparam; Ghisalberti,
1998). Ja o diterpeno harziandiona foi isolada de T harzianum. Apesar desse Gltimo néo ter sido
testado para sua atividade, um composto similar 1solado de T viride, que apresentava a mesma
estrutura quimica, apresentou atividade antifingica (Sivasithamparam; Ghisalberti, 1998).

Triterpenos e esterois, como lanostadiol, ergosterol, pirocalciferol, entre outros, ja foram
descritos para T, pseudokoningii (Kamal et al, 1971). O viridiol, produzido por T hamatum,
¢ um esterol similar a viridina, isolada de T virens, que levou a diminuigio da produgio de
aflatoxinas por patogenos de plantas (Aloj et al., 2009; Sakuno et al., 2000). Outros terpenos
como farnesyl (sesquiterpeno), geranil-geranil difosfato (diterpeno) e esqualeno (triterpeno)
sio outros exemplos de terpenos produzidos por Trichoderma spp.

Peptideos antibioticos (peptaibols)

Trichoderma spp. produzem uma classe de metabdlitos secundarios que possuem amino-
acidos ndo usuais, chamados de peptaibols. Estes sio peptideos hidrofobicos, lineares, que
apresentam aminoacidos ndo usuais como 4cido a-amino isobutirico (Aib), isovaline (Iva),
hidroxiprolina (Hyp), bem como um N-terminal acetilado e um C-terminal contendo um
amino alcool (Brito et al., 2014).

Os peptaibols sio denominados peptideos ndo ribossomais. Isso se deve ao fato destes
compostos ndo serem formados a partir da tradugio de um mRNA, sio sim por comple-
xos multienzimaticos denominados Sintetases de Peptideos Nao Ribossomais (NRPSs, sigla
em inglés) (Brito et al., 2014; Schwarzer et al, 2003). Estes complexos multienzimaticos sio
formados por um conjunto de modulos, sendo que cada modulo possui dominios cataliticos
responsavels pelas etapas da sintese do produto final (Brito et al,, 2014; Schwarzer et al, 2003).
A especificidade destes dominios é variavel. Alguns sitios de ligacio sio altamente conservados
(Brito et al., 2014; Zeilinger et al., 2016), enquanto outros ndo. Um exemplo ¢ o sitio para
Aib, que parece aceitar Iva, Val e Ala, o que acaba criando uma mistura de peptideos durante
a biossintese (Brito et al., 2014; Mukherjee et al., 2011; Stoppacher et al., 2013).

Trichoderma spp. sio os principais produtores de peptaibols conhecido até 0 momento
(Patil et al, 2016). Essas moléculas foram divididas em nove subfamilias de acordo com o
niimero de aminodcidos, padrio e processamento no N ou C-terminal (Chugh; Wallace, 2001;
Neuhof et al., 2007). O primeiro peptaibol isolado foi a alameticina, de T viride (Meyer;
Reusser, 1967). Posteriormente, diversos autores identificaram peptaibols de Trichoderma
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spp., como por exemplo Rebuffat e colaboradores que isolaram peptaibols de 19 residuos de
aminoacidos de T, longibrachiatum (Rebuffat et al., 1991), identificaram nove trichorzinas de
dots isolados de T harzianum, que variavam de 14 a 18 residuos de aminodcidos (Rebuffat
et al, 1995), e posteriormente Leclerc e colaboradores que analisaram sua biossintese (Leclerc
et al,, 1998). Alem destes isolados, também se conhece peptaibols provenientes de linhagens
de T asperellum, como asperelinas A, E e G-Z12 , bem como as trichotoxinas T5SD2, 1717A e
A-50E, F e G (Brito et al,, 2014; Chutrakul et al., 2008; Ren et al., 2013), T brevicompactum
(Degenkolb et al., 2008), T longibrachiatum (Leclerc et al., 2001), T citrinoviridae (Maddau
et al., 2009), entre outros. Alem desses citados, existem oito novos peptaibols de T atroviride
(Panizel et al,, 2013), o que demonstra a grande variedade de espécies de Trichoderma e de
peptaibols produzidos por esse género.

Outras classes de metabélitos secundarios

Ha, ainda, varias outras classes de metabolitos secundarios. Dentre elas, podemos citar a
classe das dicetopiperazinas (DCP) devido a sua importincia historica no estudo de metaboli-
tos secundarios em Trichoderma spp. As DCPs sio os menores peptideos ciclicos produzidos
por microrganismos (Patil et al, 2016). A primeira DCP isolada foi a gliotoxina de T. virens
(Weindling; Emerson, 1936), a qual se mostrou eficiente no controle do crescimento de R.
solani (Howell et al, 1993). Ja a gliovirina, obtida também de T virens, nio apresentava ati-
vidade contra R. solani. Contudo, a mesma era eficaz no controle de P ultimum (Howell et
al, 1993). As acdes antimicrobianas dos diversos metabolitos secundarios discutidos até o
momento reforcam a importincia da selecio de cepas de Trichoderma spp. que sejam bons
produtores desses metabolitos para um maior sucesso como agente de biocontrole. Alem disso,
outra caracteristica desejavel é que a produgio de metabolitos também possa induzir efeitos
desejaveis nas plantas.

Metabolitos envolvidos na interagio Trichoderma e planta

Sabe-se que Trichoderma spp. e a microbiota do solo trabalham de forma sincronizada,
0 que traz consequéncias diretas e positivas para plantas que habitam a mesma regido, como
aumento na eficiéncia na absorgdo de nutrientes e agua, inducio de resisténcia a doengas cau-
sadas por fitopatogenos e crescimento da mesma, por exemplo (Harman, 2006; Harman et al.,
2004; Kiiciik et al., 2008). Neste contexto, diversos trabalhos tém focado nos efeitos benéficos
de promogao de crescimento e indugio da resposta imune em plantas.
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Promogio de crescimento em plantas

A produgio de antibidticos é normalmente correlacionada com a capacidade de
Trichoderma spp. em controlar outros microrganismos. Contudo, além da atividade direta
contra fitopatogenos, alguns compostos produzidos por Trichoderma sio capazes de alterar
substancialmente o metabolismo de plantas hospedeiras (Patil et al,, 2016). O aumento na
produtividade de plantas é evidente quando sementes expostas a conidios, porém separadas
por papel celofane, sem contato, apresentam um aumento em seu crescimento, sugerindo que
metabolitos de Trichoderma spp. atuam nio somente como promotor de crescimento, mas
também, como moléculas sinalizadoras (Benitez et al., 2004; Vinale et al., 2012).

Algumas cepas de Trichoderma sio capazes de aumentar a biomassa de plantas promoven-
do crescimento lateral de raizes através de mecanismos dependentes de auxina (Contreras-
Cornejo et al., 2009) e/ou sio capazes de produzir o acido indolacético (AIA) ou analogos de
auxina (Hoyos-Carvajal et al, 2009). Cutler e colaboradores (Cutler et al., 1986, 1989) e Parker
e colaboradores (Parker et al., 1995a, 1995b, 1997) isolaram, identificaram e testaram alguns
metabolitos secundarios, como as koningininas A-C, E, G e 1-5, de T koningii e 6-PP de T
harzianum, tendo observado que esses compostos agem como reguladores do crescimento de
plantas. Esses compostos apresentaram uma atividade dependente de concentragio, sendo
toxico para o coleoptilo de trigo a 1 mM, mas nio a 0,1 mM (Cutler et al., 1986, 1989; Parker
et al,, 1995a, 1995b, 1997). Essas duas espécies também apresentaram o ciclonerodiol, um
sesquiterpeno que também induzia crescimento (Cutler; Jacyno, 1991; Ghisalberti; Rowland,
1993). Recentemente, um composto heterociclico de nitrogénio, nomeado de acido harzidni-
co, fot isolado e testado em plantulas de canola (Brassica napus), o qual também apresentou
atividade dependente da concentragio (Vinale et al., 2009).

O efeito dose-resposta de metabolitos de Trichoderma spp. sob o crescimento e desenvol-
vimento de plantas deve ser investigado mais a fundo. Alguns metabolitos podem atuar como
compostos similares a auxina, os quais possuem uma atividade 6tima em baixas concentragdes
(10" uM), porém, podem apresentar efeito inibitorio em doses mais altas (Cleland, 1972).
Observou-se que um butanolideo (Vinale et al., 2012) e 0 6-PP apresentaram atividade similar a
auxina em caules de ervilha (Pisum sativum) estiolados e estimularam, também, o crescimento
de plintulas de tomate (Lycopersicum esculentum) e canola (Vinale et al., 2008).

Indugio de resisténcia em plantas

Plantas acumulam compostos que ativam mecanismos de defesa sistémica para proteger
tecidos sadios. Esta resposta de longa duracio e amplo espectro se apresenta de duas maneiras:
resisténcia sistémica adquirida ou SAR (Systemic Acquired Resistance) e resisténcia sistémica
induzida ou ISR (Induced Systemic Resistance), esta considerada mais branda do que a SAR
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(Nunes, 2018; Pieterse et al., 2014). A ativacio das respostas de defesa envolve a regulacio do
equilibrio de hormonios vegetais como etileno (Et), acido salicilico (SA) e acido jasmonico
(JA), 0 que varia de acordo com o organismo invasor e dos efetores envolvidos. A resposta a
patogenos biotroficos ou patogenos avirulentos geralmente tem como molécula sinalizadora
0 SA e induz a SAR, ao passo que indutores de necrose (ndo patogénicos e simbiontes, além
de possivelmente necrotroficos) ativam preferencialmente a cascata de sinalizacio que envolve
JA/Et, correlacionada com a ISR (Bashir et al,, 2016; Lata et al., 2015; Nunes, 2018; Walters
et al,, 2013). Ambas envolvem a cascata de sinalizagio de diferentes proteinas relacionadas a
patogénese, mas os diferentes fitorm6nios ativam fatores de transcricio especificos resultando
na modulacio da expressio de enzimas e metabolitos que caracterizam cada via (Figura 2). As
vias de sinalizacdo sio complexas e intrincadas e os fatores de transcricio (ex. MYC2) envolvi-
dos atuam interdependentemente (Nunes, 2018).
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Figura 2. Mecanismo de ativacio e acdo de resisténcia sistémica em plantas. A resisténcia sistémica
induzida e a resisténcia sistémica adquirida sio estimuladas por fatores externos variados que ativam
cascatas que resultam em respostas de defesa da planta.

Além de promover crescimento, diferentes classes de metabolitos podem atuar como eli-
citores ou indutores de resisténcia durante a interagio Trichodermaplanta (Woo et al., 2006;
Woo; Lorito, 2007). A indugio da resposta imune em plantas por Trichoderma spp. ¢ desenca-
deada por diferentes classes de moléculas sinalizadoras (Figura 3), como proteinas, incluindo
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Produgéo dos metabodlitos:
Ac. jasmonico
Ac. salicilico
Etileno

Indugéo de resisténcia sistémica:
Induzida ou Adquirida

Antagonismo e
Secregéo de enzimas hidroliticas:
Micoparasitismo

Indugéo de crescimento das raizes:
Auxinas e Pironas

Figura 3. Interacio do género Trichoderma e planta. O género Trichoderma traz efeitos indiretos
(Antagonismo e Micoparasitismo) e diretos (Inducdo de resisténcia sistémica e Promogo de crescimen-
to) na planta. Hifas do Trichoderma estio representadas pela cor verde. Hifas do fitopatogeno estio
representadas pela cor cinza.

as codificadas por genes de aviruléncia (Avr), peptideos, enzimas, pequenas moléculas como
oligossacarideos provenientes da degradacio de paredes celulares e metabdlitos secundarios
(Hermosa et al., 2012; Nunes, 2018).

Ao tratar plantulas de tomate e canola com um conjunto de metabélitos secundarios pu-
rificados (6-PP, harzianopiridona e um butenolideo) foi observada uma redugio dos sintomas
de doencas causadas por Botrytis cinerea e Leptosphaeria maculans (Vinale et al., 2008). Ob-
servou-se, também, que houve um aumento na expressio de genes de resposta da planta, como
quitinases, endoquitinases e proteinas relacionadas a patogenos 1 (PR-1) (Vinale et al., 2008).
Em plintulas de milho, foi observado um aumento na atividade de peroxidases, polifenol
oxidases e 3-1,3-glucanase tanto na parte aérea quanto na radicular, indicando uma indugio de
defesa quando 6-PP foi aplicado (El-Hasan; Buchenauer, 2009). Alem disso, a aplicagio de 6-PP
em solo, quatro dias antes da inoculagio de Fusarium moniliforme, resultou em supressio de
doengas e promogio de crescimento em plantulas tratadas quando comparadas com o grupo
controle (Vinale et al., 2012). O mesmo foi observado com a aplicagio de acido harzidnico em
tomate, no qual foi observado um aumento da expressio de genes de resisténcia, diminuindo
o impacto causado por R. solani (Manganiello et al., 2018).
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Peptaibols representam outra classe de moléculas de elicitores de resposta em planta
produzidas por Trichoderma spp. A aplicagio exdgena de alameticina (Macfas et al., 2000),
um peptaibol de 20 residuos produzido por T viride, estimulou uma resposta de defesa em
Phaseolus lunatus (Engelberth et al., 2001) e Arabidopsis thaliana (Chen et al., 2003). Em P
[unatus, essa resposta incluiu a sintese de salicilato e compostos volumes, enquanto em A.
thaliana ouve um aumento da produgio de salicilato de metila.

Recentemente, estudos demonstraram que o truncamento da fase de leitura de do gene
tex], referente a uma NRPS, impossibilita a producio de peptaibols com 18 residuos de tama-
nho em T virens (Vinale et al., 2012; Viterbo et al., 2007). Pepinos cultivados com a cepa mo-
dificada de T virens apresentaram uma resposta sistémica induzida significantemente menor
contra o patogeno de folhas Pseudomonas syringae pv. lachrymans e uma menor produgio
de compostos com atividade inibitoria contra a bactéria quando comparados com pepinos
crescidos na presenga da cepa selvagem. Dois peptaibols sintéticos de 18 residuos, quando
aplicados a plantulas de pepino, induziram resposta sistémica contra a bactéria foliar, bem
como a produgdo de compostos antimicrobianos e levou a um aumento da expressio de genes
relacionados a resposta de estresse oxidativo (Viterbo et al., 2007). Esses dados reforcam a
importancia dos peptaibols como moléculas sinalizadoras de comunicacio entre Trichoderma
spp. e plantas, que resultam na ativacio de respostas de defesa da Gltima, além de sua atividade
antimicrobiano per se.

Consideragdes Finais

Trichoderma ¢ capaz de produzir metabolitos com diversas atividades, sendo as mais
interessantes para o campo agricola a capacidade de promover o crescimento de plantas,
bem como a capacidade de inibir o crescimento de fitopatogenos, seja por uma acio direta
ou por uma inducio de resisténcia sistémica nas plantas hospedeiras. Produtos compostos de
metablitos, isolados ou em misturas, so candidatos promissores para a geragio de novos produtos
devido a sua facil producio, escalonamento e possibilidades de formulagdes, permitindo assim, um
maior tempo de armazenamento e a preparacio para aplicagio de acordo com a cultura de interesse.
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Introducio

O género Trichoderma é amplamente distribuido no mundo e apresenta alta diversidade
genética e funcional. Diversas espécies desse género ganharam interesse devido ao seu amplo
uso na agricultura como biofungicidas, biofertilizantes e condicionadores de solo, alem
de também serem usados na industria como fontes de enzimas hidroliticas (Mukherjee et
al,, 2013). Podem ser encontrados no solo, associados a plantas, tanto na rizosfera quanto
como endofiticos (Hanada et al., 2008; Harman et al,, 2004). Trichoderma apresenta diversos
mecanismos de acio, incluindo a antibiose, competicio, inducio de resisténcia contra diferentes
tipos de patogenos e micoparasitismo. Essas caracteristicas fazem com que Trichoderma atue
na promogio de crescimento de plantas, indugio de resisténcia, supressio de patogenos de
solo, entre outras (Harman et al,, 2004; Waghunde et al., 2016). Desta forma, Trichoderma
¢ um agente de biocontrole versatil e com potencial para o desenvolvimento de produtos
biologicos. No entanto, a eficiéncia de atuacio desse fungo ¢ dependente de fatores bidticos
e abidticos especificos, como temperatura, umidade, pH e disponibilidade de nutrientes
(Nieto-Jacobo et al., 2017). Alem disso, a planta hospedeira também pode ser considerada
como um fator de variacio a mais, diretamente associada a diferentes respostas apresentadas
por Trichoderma em campo. Nio s0 a espécie, mas também componentes genéticos intra-
especificos sio associados a diferentes respostas de Trichoderma e seus efeitos benéficos. Logo,
autilizacio de diferentes isolados de Trichoderma em diferentes variedades ou cultivares, pode
gerar respostas diferentes.
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Neste capitulo abordaremos as caracteristicas dos produtos registrados em relacio aos
alvos biologicos e formulacdes, diferentes interacdes entre Trichoderma e fatores bioticos e abi-
oticos e formas de se otimizar a eficiéncia de controle de doencas e promogio de crescimento
por meio de estratégias como posicionamento técnico e melhoramento.

Produtos & base de Trichoderma spp. e seus alvos biologicos

Empresas especializadas em biologicos e também as de agroquimicos tém investido cada
vez mais em formulagdes 4 base de produtos bioldgicos no controle de pragas e doencas de
plantas. Diversos produtos a base de Trichoderma sio comercializados no Brasil para aplicagio
em varias culturas, principalmente contra fungos e nematoides. O aumento no interesse pelo
controle biologico de doencas de plantas é também uma consequéncia da melhoria na legis-
lagio para o registro de agentes biologicos no pais. Entretanto, mesmo com mais de 250 de
espécies de Trichoderma ja identificadas (Bissett et al., 2015), menos de 20 sdo estudadas no
controle biologico de pragas e doengas de plantas. Isso acontece pela alta eficiéncia dessas
espécies contra varios patogenos de importincia e pela facilidade na fabricaio e formulagio
de produtos comerciais. No mundo existem produtos registrados a base de Trichoderma com
atuacio contra fungos e nematoides (Waghunde et al., 2016). A maioria dos alvos sio fungos
patogénicos habitantes de solo causadores de podriddes e murchas (Figura 1). Isso ocorre
devido 4 predomindncia ecologica de algumas espécies de Trichoderma em solos de diferentes
ecossistemas. Além disso, também ja foram isolados de lagos, do ar, esponjas marinhas e de
tecidos vegetais (Paz et al,, 2010; Montero-Barrientos et al., 2011; Mukherjee et al., 2013),
demonstrando a versatilidade do género. Recentemente, isolados de Trichoderma marinhos
se mostraram eficazes contra Rhizoctonia solani induzindo respostas sistémicas de defesa em
plantas (Gal-Hemed et al., 2011).

No Brasil, os produtos a base de Trichoderma sio registrados para o controle de doencas de
plantas (Agrofit, c2003), sendo classificados como biofungicidas e bionematicidas, e a maioria
dos formulados a base de T harzianum e T, asperelum. Essas duas espécies sio utilizadas pela
facilidade de isolamento em meio artificial, por serem Otimas competidoras no solo, resistirem
a drasticas variagdes ambientais e apresentarem miltiplos mecanismos contra fitopatdgenos
(Mukherjee et al., 2013). Os mecanismos de acio de Trichoderma podem envolver antibiose,
micoparasitismo e competigdo. Alem disso, muitos produtos sio utilizados como reguladores,
devido ao efeito de promocio de crescimento ou até mesmo como indutores de resisténcia
(Medeiros et al, 2017). A maioria dos produtos é recomendada para aplicagio terrestre no
controle de fungos veiculados pelo solo. No entanto, alguns produtos sio recomendados para
aplicagdo em sementes ou em parte aérea. Para o controle de doencas como vassoura de bruxa
(Moniliophthora pernisiosa), mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) e murchas (Verticillium
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Figura 1. Alvos (patogenos) de produtos bioldgicos com base em Trichoderma

sp., Fusarium sp.) alem da aplicacdo no solo, as pulverizacdes com Trichoderma micoparasitas
também sio recomendadas com o objetivo de alcangar os restos culturais e estruturas de
sobrevivéncia. Em relacdo ao controle de fitonematoides, as aplicagdes geralmente sio reco-
mendadas no tratamento de sementes ou no sulco de plantio para plantas anuais, ou aplicados
nas covas em periodos imidos do ano para plantas perenes.

A eficiéncia de produtos a base de Trichoderma pode estar relacionada a varios fatores
como natureza e fenologia da planta, métodos de aplicagio e dosagens adequadas. Geral-
mente, os produtos registrados sio recomendados pela concentracio de propagulos do fungo
ou ingrediente ativo. Apesar de ndo serem padronizadas, as unidades utilizadas podem ser:
conidios por g ou ml; conidios viaveis por g ou ml; unidades formadoras de colénias por g
ou ml (Pinto et al., 2016).

O tratamento de sementes com Trichoderma protege contra varios fungos patogénicos,
muitas vezes dispensando o uso de quimicos como ja realizado em feijio, por exemplo. No
tratamento de sementes de feijio o micélio de T asperellum cobre a semente, fornecendo pro-
teco contra o ataque de fungos que causam o apodrecimento de grios e fungos causadores de
doengas foliares transmitidos por sementes. O uso de produtos a base de T asperelum reduziu
em 90% o nuamero de sementes de feijio infectadas por Colletotrichum lindemuthianum (Po-
mella; Ribeiro, 2009). Outra vantagem da aplicacio em sementes é a reducio na quantidade de
produto aplicado para garantir protecio no inicio do ciclo da planta. Por exemplo, produtos
a base de Trichoderma podem ser aplicados em sementes de soja ou feijio para protegio con-
tra patogenos de solo como Phytium e Rhizoctonia na concentracio de 50 a 75 g/100 kg de
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sementes, enquanto no sulco de plantio ou pos-emergéncia é recomendada a aplicacio de 50
a 100 g/ha para garantir a protecio.

O uso de Trichoderma no controle de doencas da parte aérea, como ferrugens e manchas
foliares, ainda € limitado por fatores como necessidade de adjuvantes para protecio, perma-
néncia do efeito e eficiéncia dos mecanismos de acdo na parte aérea. No entanto, no cultivo
de frutiferas perenes a protegio de frutos contra fungos como Botrytis em videira, Monilinia
em frutiferas da familia Rosaceae e Colletotrichum sp. em fruteiras tropicais pode ser realizada
por produtos 4 base T harzianum, resistente a radiagio UV. A aplicacio de fungicidas clpricos
juntamente com T, stromaticum reduziu a formacio de ramos com vassoura de bruxa em
cacaueiro pelo micoparasitismo do agente s estruturas do patogeno (Medeiros et al., 2010).
Apesar de algumas espécies serem mais resistentes a variagdes ambientais, como T, harzianum
e T stromaticum, produtos aplicados no campo devem resistir a condigdes adversas. Desse
modo, os produtos devem conter em sua formulacio substancias aditivas como os protetores
contra raios UV. A maioria das espécies de Trichoderma ¢ muito sensivel a esta radiacio,
enquanto muitos patogenos de folhas, frutos e de restos culturais resistem a incidéncia desses
raios. Alem disso, outras particularidades devem ser atendidas como realizar aplicacdes nas
horas mais frescas do dia, verificar a compatibilidade com outros defensivos de parte aérea
(caso seja usada a mistura de tanque) e fazer uso de adjuvantes adequados. Independentemente
do nicho de aplicacio ¢ importante garantir a agitacio constante da calda, lembrando que,
diferentemente da calda fungicida quimica, a calda de um bioproduto é uma suspensio e
tende a sedimentar com o tempo.

Produtos & base de Trichoderma, formulados em p6 ou concentrado liquido, também
sio utilizados em grande escala em substratos de producio de flores e hortalicas, visando o
controle de fitopatogenos veiculados pelo solo, como R. solani e Fusarium solani. Assim, a
aplicacio pode ser por sementes, mudas e, mais comumente, sobre o solo, alguns dias antes
da semeadura ou transplantio. Além disso, sob o cultivo protegido as variagdes do ambiente
sdo menores. Devido as condi¢des controladas como a menor incidéncia dos raios UV e as
condicdes favoraveis de umidade e temperatura, os cuidados requeridos para a aplicagio de
produtos bioldgicos sio menores quando comparados ao campo. A adicdo de Trichoderma no
substrato para a producio de mudas de eucalipto e café em viveiros promoveu maior desen-
volvimento e melhor sanidade do sistema radicular das plantas, tornando-as mais vigorosas e
menos sensivels ao estresse ocasionado pelo transplantio no campo (Fortes et al., 2007; Mafia
etal, 2003; Jesus et al., 2011).

No solo, devido a selegio de espécies deste ambiente, as condicdes sio propicias para o uso
de Trichoderma, refletindo na maior aplicabilidade e maior nimero de produtos registrados
contra patdgenos nesse habitat. Na cultura da batata, o uso de Trichoderma no sulco do plan-
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tio e no momento da amontoa reduz as manchas ocasionadas pela rizoctoniose (R. solani) e
sarna-comum (Streptomyces scabies), alem de melhorar a qualidade dos tubérculos e aumentar
a produtividade em até 20%. O mofo-branco (S. sclerotiorum) ¢ uma das mais importantes
doengas de leguminosas no Brasil. O crescente sucesso do uso de Trichoderma contra esse
patogeno em culturas como feijdo, soja e algodio foi um passo importante para o controle
biologico no Pais (Pomella; Ribeiro, 2009). A reducio significativa da incidéncia de mofo
-branco em cultivos de soja, feijio e algodio pode ser obtida com aplicagio de Trichoderma
em pos-emergéncia. Assim, sio necessarias duas a trés aplicagdes na dose recomendada durante
o ciclo da cultura para a efetiva colonizacio pelo antagonista. E recomendada a aplicacio de
Trichoderma apos a colheita, principalmente nas areas com pratica do cultivo safrinha. Os
restos culturais da soja estio secos e em condices de pronta colonizagio pelo agente de con-
trole, alem dos esclerodios estarem mais expostos. No controle de fitonematoides, diferentes
isolados de T harzianum e T lignorum tém sido estudados, principalmente em hortalicas,
pois promovem o crescimento de plantas e reduzem o numero de galhas e ovos nas raizes
(Silva et al., 2018a). Os mecanismos de T. harzianum sugeridos contra fitonematoides sio
parasitismo de ovos, aumento da atividade de quitinase extracelular e indugio de resisténcia
sisttmica (Medeiros et al., 2017). Concentragdes relativamente altas (10" esporos/g de solo)
de T harzianum e T, viride apresentam significativa atividade nematicida, provavelmente pelo
parasitismo de ovos (Al-Hazmi; Tarigjaveed, 2016).

Como o ambiente regula a eficiéncia de Trichoderma

No tridngulo das relagdes patogeno-hospedeiro ¢ ilustrado que a doenca ¢ resultado da
interacdo compativel entre o hospedeiro (susceptivel), o patogeno (virulento) e o ambiente
(favoravel). Quando se fala em controle biologico, os microrganismos sio parte integrante
do ambiente (controle biologico natural ou solo supressivo) ou representam outro vértice,
definindo entio um cubo com os quatro vértices (hospedeiro, patogeno, ambiente e agente
de biocontrole) interagindo entre si. Portanto, essas condicdes devem ser consideradas no
momento da aplicacio do produto para se obter sucesso no controle biologico. A seguir des-
creveremos como algumas das condicdes ambientais e de cultivo podem regular a eficiéncia de
biocontrole de Trichoderma spp.

Efeito da temperatura, umidade e radiagio ultravioleta

Uma das variaveis envolvidas, tanto na selegio quanto no posicionamento de produtos
biologicos, ¢ a temperatura, que influencia diretamente a atuacio de Trichoderma sp. no
controle de doengas. O mofo-branco (S. sclerotiorum) pode ocorrer em uma ampla faixa de
temperatura (17 a 25 °C), sendo que a condicio de temperaturas mais baixa (17 a 20 °C) induz
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4 germinagdo carpogénica e, consequentemente d epidemia da doenca. Nas temperaturas mais
altas (21 a 25 °C) ha apenas germinacio miceliogénica e, sob baixa pressio de esclerddios, a
doenca ndo trara grandes prejuizos na safra em curso. Para esta doenga foi realizada avaliacio
de diferentes formulagdes de Trichoderma spp. para o controle do mofo-branco em fetjoeiro
plantado no inverno em Minas Gerais (temperatura média de 20 °C) e os produtos nio
garantiram o controle da doenca (Jinior et al, 2012), diferentemente do encontrado para
ensaios de biocontrole do mofo-branco realizados sob condicoes menos conducivas a doenca,
onde observou-se um aumento de produtividade de até 60% com o uso exclusivo do controle
bioldgico a base de Trichoderma spp. (Geraldine et al., 2013). Portanto, a selecio de isolados
de Trichoderma ativos em temperaturas mais baixas (15 a 19 °C) ¢ desejavel para a obtencio
de melhores taxas de controle para patdgenos que atuam nessas temperaturas, como .
sclerotiorum e Stromatinia cepivora.

Alem da temperatura, outro fator que regula a eficiéncia de biocontrole exercido por
Trichoderma sp. ¢ a umidade. A disponibilidade de agua regula nio apenas a germinagio
de conidios, mas também a atividade de enzimas hidroliticas produzidas durante o micopa-
rasitismo. No micoparasitismo de esclerodios de S. sclerotiorum, essa atividade enzimatica
foi maior com a umidade relativa acima de 90% (Hannusch; Boland, 1996). Considerando
que o micoparasitismo de esclerédios tem correlagio direta com o controle do mofo-branco
exercido por Trichoderma spp. (Geraldine et al,, 2013) ¢ de suma importancia que se busque
aplicar o agente de biocontrole em um momento em que a copa das plantas possa garantir
essa maior umidade. Uma vez estabelecido na rizosfera ou no interior das plantas, que sio
ambientes mais estaveis, Trichoderma sp. atua como bioestimulante e tem um papel impor-
tante na tolerdncia a estresses abidticos (Lopez-Bucio et al., 2015). No entanto, a parte aérea
das plantas possui uma umidade muito variavel, dificultando o estabelecimento destes agentes
de biocontrole.

No filoplano, além das flutuacdes bruscas de umidade e temperatura ha também a in-
cidéncia de raios ultravioleta que comprometem a estabilidade das células microbianas. Mi-
crorganismos pigmentados como Cercospora e Botrytis podem ser mais competitivos que
Trichoderma spp. Para o controle de doencas com produtos a base de Trichoderma spp. ¢
necessaria a adigio de protetores contra a radiacio ultravioleta nas formulagdes (Fernandes et
al.,, 2015), sobretudo quando a aplicacio do produto é planejada para alvos expostos ao sol.

Pressio de inoculo do patogeno

Um aspecto muito importante a ser considerado no controle biologico ¢ que os meca-
nismos de acio de Trichoderma spp. sio relativamente mais lentos quando comparados com
produtos quimicos. Portanto, o seu uso deve ser preventivo, ou seja, antes do aparecimento
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da doenca. No entanto, na pratica, os produtos a base de Trichoderma spp. sio aplicados em
areas onde a doenca ja ocorre, como para mofo-branco (S. sclerotiorum) e podridio-de-raiz (F
solani). Nestes casos, o retorno sobre o investimento é grandemente dependente da pressdo de
indculo existente e ¢ de suma importancia que a empresa que recomenda o produto trabalhe
a expectativa do produtor em relacio ao nivel de agio e os ganhos com o uso continuado da
tecnologia, sempre baseados em dados cientificos de testes anteriores, como aqueles propostos
no ensaio em rede de controle biologico do mofo-branco (Meyer et al., 2014). Em areas onde
a pressio de indculo € muito alta, pode se ter reducdo no lancamento de apotécios pelo paté-
geno, mas ndo se ter aumento na produtividade (Carvalho et al., 2015). Este ganho pode ser
obtido a curto prazo com a combinacio do controle biolégico com outras praticas de manejo
(Gorgen et al., 2011). Portanto, as empresas de produtos bioldgicos a base de Trichoderma
sp. devem cada vez mais primar pela difusio de praticas que nio apenas garantam melhor
desempenho do agente de biocontrole como também possam garantir maior eficiéncia do
manejo da doenca.

Interagdes entre Trichoderma spp. e a microbiota introduzida e nativa

Quando se faz aplicagio de Trichoderma spp. no agroecossistema deve se considerar que
0 organismo nio esta sendo introduzido em um ambiente axénico e o impacto sobre a micro-
biota nativa ou introduzida pode ser benéfica, maléfica ou neutra e estas interagdes determi-
nam o sucesso do controle biologico.

Se por um lado ja observamos em ensaios de campo interagdes negativas, ou seja, a intro-
ducio de Trichoderma spp. desfavorecendo a nodulacio, via de regra a interacio é benéfica,
ou seja, a introdugio de Trichoderma spp. potencializa interagdes benéficas (Woo; Pepe, 2018).
Quando ¢ feita co-inoculagio de uma bactéria fixadora de nitrogénio com Trichoderma sp. ha
sinergia na protegio contra fitopatogenos (Ayoubi et al., 2012) e nutricio de plantas (Rudresh
et al.,, 2005) o que resulta na promogio do crescimento vegetal.

Quando plantas de milho foram tratadas com T harzianum foi observada uma reducio
na sobrevivéncia de Fusarium graminearum e favorecimento de bactérias promotoras de cres-
cimento de plantas (Saravanakumar et al., 2017).

As analises de toda a comunidade microbiana por meio de sequenciamento de DNA,
também chamadas de analises do microbioma, estio se tornando cada vez mais acessives
tanto do ponto de vista de facilidade de uso quanto de custo. Com isso, esta aumentando o
seu uso no controle biologico, desde a prospeccio de isolados promissores até a avaliacio do
impacto da introdugdo de antagonistas. Dessa forma é possivel a construgio de um portfolio
que combine agentes de biocontrole com os microrganismos benéficos recrutados nas areas
onde a introdugio do bioproduto foi bem sucedida para o controle da doenga.
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Interagdes entre defensivos agricolas e Trichoderma spp.

A resisténcia de patogenos a produtos quimicos, devido ao uso erroneo e excessivo destes
principios ativos reforga a necessidade da insercio de novas ferramentas no manejo integrado
dos agroecossistemas. Uma possivel solucio para esses problemas fitossanitarios é integrar
produtos quimicos e biologicos para obter eficiéncia tanto no controle de alvos biologicos
especificos, como também intervir no manejo da resisténcia das plantas a patogenos e na
resisténcia de patogenos a produtos quimicos.

Alguns defensivos utilizados na agricultura, como fungicidas, inseticidas, herbicidas e
algumas fontes de nutrientes podem atuar sobre espécies de Trichoderma de forma negativa,
afetando o crescimento micelial ou degradando metabolitos secundarios (Waghunde et al.,
2016). Em contrapartida, outros defensivos agricolas podem atuar de forma compativel, sem
afetar o crescimento, desenvolvimento, esporulagio e a producio de metabolitos por espécies
de Trichoderma (Lobo Junior et al., 2009). A compatibilidade de Trichoderma spp. com
produtos quimicos torna esse agente de controle bioldgico promissor no manejo integrado
de doengas, alem de ser um aliado no manejo da resisténcia a doencas de plantas (Dias Neto,
2014).

Fungicidas compativeis possibilitam o controle do patdgeno sem interferir com Tricho-
derma. Experimentos de campo mostraram que um isolado de T’ harzianum foi capaz de se
desenvolver em sementes de fetjio tratadas com fludioxonil (Lobo Junior et al., 2009). Adi-
clonalmente, esclerddios de Sclerotinia minor e S. sclerotiorum foram micoparasitados por
isolados de Trichoderma spp. na presenca de fungicidas (Silva et al., 2018b). Algumas espécies
de Trichoderma sio capazes de colonizar o solo tratado com fungicidas mais rapidamente que
outros antagonistas (Oros et al., 2011).

De modo geral, alguns principios ativos de fungicidas podem apresentar efeito negativo
sobre o crescimento micelial de Trichoderma spp. (Pandolfo, 2007; Singh et al., 2014). Em
relago aos inseticidas e fontes de nutrientes, devido a essas formulacdes nio terem acio
direta como fungicidas tem sobre Trichoderma spp., normalmente atuam pouco, e apenas
no crescimento micelial (Thiruchchelvan et al., 2013). Enquanto que herbicidas agem sobre
a produgio de esporos, entretanto a maioria das moléculas sio normalmente compativeis
(Santoro et al., 2014).

Conforme descrito no capitulo 12, avaliagdes de compatibilidade de produtos quimicos
com Trichoderma ainda necessitam de uma padronizacio de metodologias para garantir tam-
bém a padronizagio de resultados. Nesse sentido, deve-se quantificar ndo apenas o crescimen-
to micelial, mas também a conidiogénese, germinagio de conidios e capacidade de atuacio
sobre os mecanismos de aco de Trichoderma, como micoparasitismo, antibiose, competi¢io,
promocio de crescimento e inducio de resisténcia. Faz-se necessario também avaliar o efeito
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residual de fungicidas e os demais produtos usados nas safras anteriores em diferentes nichos
de colonizagio e sobrevivéncia de Trichoderma spp.

A informagio sobre a compatibilidade de formulacdes a base de Trichoderma spp. com
diferentes defensivos agricolas deve ser fornecida pelas empresas fabricantes dos produtos,
uma vez que cada isolado tem caracteristicas unicas e peculiares. Normalmente, a aplicacio
desses produtos com fungicidas deve ser feita entre 10-15 dias antes ou depois da aplicacio de
fungicidas quimicos.

Sinergia de Trichoderma com outras praticas de manejo

Os fungos pertencentes ao género Trichoderma além serem reconhecidamente biofungici-
das, também podem ser classificados como biofertilizantes, bioestimulantes e potencializado-
res da resisténcia contra estresses bidticos e abioticos. O resultado de todas estas interagdes nor-
malmente € a promogdo de crescimento (Woo; Pepe, 2018), ou seja, mesmo quando ndo se tem
doenga, quando o produto ¢ utilizado, o produtor tera o beneficio de aumento da eficiéncia
de uso de nutrientes e produtividade. A aplicacio de certos isolados de Trichoderma spp. no
solo pode modificar a arquitetura das raizes, aumentando a area de absorcio e a translocacio
de nutrientes. O efeito da interacio “planta-Trichoderma-nutrientes” normalmente resulta na
promogio de crescimento, pois o fungo atua na solubilizacio de fosfato e micronutrientes.
Os mecanismos de Trichoderma spp. envolvidos na promogio de crescimento incluem a pro-
ducio de sideroforos, metabolitos secundarios e hormonios (Altomare et al.,1999; Mendoza-
Mendoza et al., 2018).

Fungos do género Trichoderma podem ser usados em consorcios com diferentes espécies
do género (Kumar et al,, 2014) ou com outros agentes de biocontrole, como Bacillus spp.
(Wi et al., 2018) e tém relacio intermediaria (dependente das espécies associadas) com fungos
micorrizicos arbusculares (Szczatba et al., 2019). Espécies de Trichoderma sio responsaveis por
produzir mais de 250 metabolitos secundarios, estes compostos podem afetar a resposta de
outros microrganismos benéficos e assim melhorar os mecanismos de defesa envolvidos. Bons
resultados tém sido alcancados em co-inoculagdes de Trichoderma spp. com bactérias fixado-
ras de nitrogénio, como Rhizobium spp. (Das et al., 2017), mostrando compatibilidade em
campo, porém interagdes especificas devem ser mais estudadas. No Driagrama de Venn (Figura
2) estio representadas as possiveis interagdes compativeis, incompativeis e intermedidrias em
relacio as espécies de Trichoderma.
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Figura 2. Diagrama de Venn representando as possiveis relagdes de compatibilidade, incompatibi-
lidade e intermediarias entre diferentes espécies de Trichoderma em relagio aos insumos de uso nos
agroecossitemas.

Melhoramento de Trichoderma sp.

Para superar a limitacio de compatibilidade ou relacio da eficiéncia em fungio das con-
digdes ambientais, pode-se fazer uso de mistura de isolados em um Gnico produto ou adotar
técnicas para melhoramento do isolado.

Ha vantagens e desvantagens em cada uma das estratégias. Se por um lado a mistura de
isolados com alvos bioldgicos diferentes ou crescimento em diferentes condigdes ambientais
garante maiores chances de sucesso, ha maior custo envolvido pois deve-se prever uma linha
de producio massal para cada organismo individualmente. Por outro lado, a manipulagio
genética de isolados representa uma area promissora de ser explorada no aumento da eficiéncia
de biocontrole exercida por Trichoderma spp.

Varias ferramentas de manipulacio genética de microrganismos tem sido utilizadas para
melhorar a performance de isolados de importincia biotecnologica. Essas ferramentas variam
de acordo com seus principios e dependem do objetivo almejado. Existem diversos casos
de aplicacdo de ferramentas biotecnologicas para melhoria da performance de isolados de
Trichoderma na agricultura. Dentre essas ferramentas podemos destacar a fusio de protoplastos
e a manipulagio genética por meio da mutagénese por diversas técnicas, incluindo a edigio de
genes por meio do sistema CRISPR/Cas9 (Hatvani et al., 2006; Liu et al., 2015). Em todas essas
abordagens, procura-se gerar isolados que apresentem maior eficicia nos diversos fendtipos
benéficos.
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Fusio de protoplastos

A fusio de protoplastos tem sido uma ferramenta biotecnologica importante utilizada no
melhoramento de caracteristicas de interesse em fungos filamentosos (Jiang et al., 2013). O
principio dessa técnica se baseia na remogio da parede celular das células por meio de enzimas
liticas. Apds a remogdo da parede celular, as células tornam-se permeaveis, sendo possivel a fu-
sio de protoplastos oriundos de isolados diferentes. Os protoplastos fundidos sio regenerados
em meio especifico. Essa técnica é interessante pois possibilita a combinacio de isolados ou
espécies geneticamente diferentes. O desenvolvimento de individuos recombinantes a partir
dessa técnica, pode melhorar a adaptagio desses isolados a novas condigdes ambientais, alem
de revelar novos fenotipos associados ao biocontrole e promogio de crescimento de plantas
(Besoain et al., 2007, Hatvani et al., 2006; Hassan, 2014).

Aestratégia de utilizagio de fusio de protoplastos tem sido bem explorada em Trichoderma.
O primeiro exemplo desse tipo de transformagio dentro do género foi demonstrado em
T reeser, visando o aumento da eficiéncia de produgio de enzimas de interesse industrial
(Manczinger; Ferenczy, 1985). Além disso, essa estratégia possibilitou a selecio de isolados
com maior velocidade de crescimento (Pe’er; Chet, 1990), aumento do antagonismo contra
fitopatogenos (Mohamed; Haggag, 2010; 2014; Pe’er; Chet, 1990), controle de fitopatdgenos
em campo (Harman, 1998), aumento na atividade de enzimas relacionadas com efeito
micoparasitico (Mohamed, 2014), aumento da resisténcia a diferentes pesticidas (Hatvani et
al,, 2006), efeito biorremediador em solos contaminados (Tripathi et al,, 2013) e aumento
da capacidade de colonizar a rizosfera (Sivan; Harman 1991). Além das vantagens citadas, a
utilizagio de isolados oriundos da fusio de protoplastos, possui a vantagem de poder obter o
registro para uso em campo de forma mais facil do que aquelas oriundas de manipulagio com
base em transformagio genetica (Tripathi et al., 2013).

Um dos principais exemplos de sucesso na utilizagio de fusio de protoplastos em
Trichoderma foi o isolado T-22. Esse isolado foi obtido por meio da fusio de dois isolados de T.
harzianum, com o objetivo de melhorar a competéncia rizosférica (Stasz et al., 1988). O isolado
T-22 apresentou uma melhor colonizagio do sistema radicular de plantas, contribuindo para o
aumento da profundidade das raizes em diferentes tipos de solos (Harman, 1998). Alem disso,
esse isolado também apresenta efeito na resisténcia a estresses abioticos, na inducio de resisténcia
a patogenos e promogio de crescimento de plantas (Harman, 2000; Harman et al.,, 2004).

Nesse contexto, a utilizagio da fusio de protoplastos de isolados de Trichoderma, ja ¢
uma pratica consolidada para o melhoramento dos efeitos desse fungo. Ao ponto que, a busca
por melhores efeitos em campo pode impulsionar ainda mais essa abordagem no futuro. Em
nosso grupo estamos desenvolvendo isolados com maior tolerdncia a baixas temperaturas
(Figura 3).
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Fotos: Kize Alves Almeida.

Figura 3. Melhoramento de Trichoderma por meio da fusio de protoplastos. Protoplastos em meio li-
quido indicados por setas vermelhas (A). Colonias em meio de regeneracio indicadas por setas pretas (B).

Sistema de edigdo de genomas via CRISPR

Nas ultimas décadas, varios esforcos tém sido feitos para geragio de novas estratégias
eficientes na manipulagio genética de fungos filamentosos, como forma de melhorar seu
potencial biotecnologico (Jiang et al., 2013). Mesmo em diferentes abordagens, a eficiéncia de
recombinagdo tem sido baixa, limitando a selecio de novos isolados com melhores fenotipos.

O sistema CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) origi-
nalmente descrito em bactérias e archaeas (Barrangou et al., 2007) é utilizado como uma ferra-
menta para edicio genomica em diversos organismos (Jinek et al., 2012; Doudna; Charpentier,
2014; Nissim et al., 2014; Sander; Joung, 2014; Schuster et al., 2016). Atraves dessa ferramenta é
possivel realizar mudangas especificas em genes alvo de forma eficiente e rapida. Por conta disso,
essa abordagem tem ganhado visibilidade, tornando-se a ferramenta de edicio de genomas mais
popular atualmente (Liu et al., 2015; Pohl et al., 2016). Essa aplicagdo tem sido utilizada com
sucesso na edigdo de genomas eucariotos e sua utilizagio vem aumentando em fungos filamen-
tosos (Nodvig et al., 2015; Schuster et al., 2016; Pohl et al,, 2016). Até 0 momento, Trichoderma
reese foi a Unica espécie em que o sistema de edigio CRISPR/Cas9 foi utilizado com o objetivo
de induzir mudancas funcionais para melhorar seu potencial biotecnolégico (Liu et al., 2015).
Abordagens como essa, tem potencial para aumentar a eficiéncia de caracteristicas existentes em
isolados de Trichoderma para garantir melhor performance desses isolados em campo. Nesse
sentido, o grande desafio é identificar genes alvo que estejam ligados a caracteristicas de interesse e
que possam ser manipulados com o sistema CRISPR/Cas9. Alem das possibilidades ja citadas,
CRISPR/Cas9 pode ser utilizado em estudos de caracterizacio funcional de genes de interes-
se relacionados com diferentes aspectos da interagio microrganismos-planta, possibilitando
maior compreensio dos aspectos envolvidos nessa interacio (Y et al., 2018).
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Todo o potencial de utilizacio do sistema CRISPR/Cas9 faz com que seja possivel que
essa abordagem vire tendéncia futura para o melhoramento da performance de isolados de
Trichoderma no controle biologico de doengas e promogio de crescimento de plantas.
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Nogoes acerca da inducio de resisténcia

Organismos fitopatogenicos ainda sio grandes gargalos para a agricultura mundial. Por
exemplo, Phytophthora infestans foi o primeiro agente descrito como causador de doengas em
plantas, por Anton de Bary em 1845 (Bergamim Filho; Kitajima, 2018). Na ocasido, o agente
causador da requeima da batata, na Irlanda, devastou a producio do pais e gerou severos
problemas sociais. Embora em um cenario menos devastador, P, infestans ¢ um bom exemplo
acerca da importncia de fitopatogenos, ainda sendo hoje uma ameaca constante a seguranca
alimentar mundial (Kamoun et al., 2015).

Rotacio de culturas, melhoramento de variedades resistentes e aplicagio de pesticidas
tem se mostrado insuficientes para o controle de algumas doengas de importantes culturas
(Choudhary et al., 2007). A indugio de resisténcia vem como uma ferramenta a ser adicionada
nesse cenario. A nocio de que as plantas podem se defender ativamente e ter sua resisténcia
induzida contra fitopatogenos ja é sabida a mais de 100 anos (Hammerschmidt, 2007). Segun-
do Choudhary et al., 2007, a indugdo de resisténcia é um “estado fisiologico de aumento da
capacidade de defesa”, ativada por estimulos especificos, atraves da qual a defesa inata vegetal
¢ potencializada contra desafios bioticos (Figura 1). A possibilidade da ativacio dos genes
responsavels por esses mecanismos de resisténcia abriu as portas para os estudos evolvendo o
fenomeno da indugdo resisténcia em plantas (Pascholati; Dalio, 2018).

A inducio de resisténcia ja foi relatada para inlimeras espécies botinicas, incluindo ba-
tateira, cafeeiro, cevada, cravo, feijoeiro, fumo, macieira, melancia, melo, pepineiro, pereira,
soja, tomateiro e videira (Pascholati; Dalio, 2018). A inducio de protecio ou imunidade ad-
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quirida envolve a ativagio dos mecanismos latentes de resisténcia em uma planta através de
tratamentos com agentes externos, que podem ser bioticos (por exemplo, microrganismos
viavels ou inativados) ou abioticos (por exemplo, metais pesados e o acibenzolar-S-metilico),
sem alteragio do genoma da mesma (Cavalcanti et al., 2005).

Existem duas formas envolvendo a indugio de resisténcia: a resisténcia sistémica adquirida
(do inglés: systemic acquired resistance, SAR) e a resisténcia sistémica induzida (do inglés:
induced systemic resistance, ISR). Embora fenotipicamente semelhantes, estes fendmenos
podem ser diferenciados tanto pela natureza do eliciador, quanto pelas vias de sinalizacio
hormonal envolvidas (Choudhary et al, 2007). A SAR ¢ mediada pelo acido salicilico e,
geralmente, esta relacionada a exposigio a patogenos biotroficos virulentos, avirulentos ou
microrganismos nao-patogénicos. A ativagio dessa via culmina no acumulo de proteinas re-
lacionadas a patogénese (Proteinas-PR), como quitinase e glucanase. A ISR, por outro lado,
¢ mediada pelos hormonios acido jasmonico e etileno, sendo associada a rizobactérias ou
microrganismos rizosféricos. A ISR é uma via nio dependente do cido salicilico e nio resulta
no aciimulo de proteinas-PR.

No contexto da inducio de resisténcia, no inicio dos anos 2000, demonstrou-se o fendme-
no do “priming’. Esse fendmeno esta intimamente relacionado com a inducio de resisténcia
e consiste em uma potencializacio das respostas bioquimicas e moleculares das plantas, por
meio do pré-condicionamento/sensibilizacio (“priming’) contra subsequente infeccio por
patogenos (Conrath et al,, 2002; Pascholati; Dalio, 2018). O priming é parte integrante do
fenomeno da resisténcia em plantas contra ambos estresses bioticos e abioticos, permitindo
que as plantas ativem suas respostas de defesa de forma mais rapida e/ou efetiva, quando
desafiadas por esses agentes. Recentemente relatou-se o chamado “estado de priming trans-
geracional”, o qual ocorre em plantas parentais pré-condicionadas, sendo que esse fendmeno
passa aparentemente de forma epigenética para a sua descendéncia (Ramirez-Carrasco et. al,,
2017; Pascholati; Dalio, 2018).

Desde sua descoberta, iniimeros relatos dedicaram-se a esclarecer as bases moleculares
do fenémeno “priming’, trazendo novas evidéncias e explicagdes acerca dessa importante
resposta a patogenos. Schwachtje et al., (2019) apresentaram um conceito sistematico de res-
postas metabolicas que sio induzidas por estresses e que persistem na planta. Essas “marcas
metabolicas” (metabolic imprints) podem manter as plantas em estado de priming a estresses
subsequentes. Os dados obtidos apontam que as plantas formam um verdadeiro “historico
diverso e integrado de estresses ambientais” (integrated diverse environmental stress histores),
a partir dos imprints metabolicos e de outros fatores, como o proprio “priming”.

Estes fatos demonstram a complexidade do fenomeno “priming”, o qual € importante
para a elaboracio de novos conceitos no controle de doengas. Ademais, propicia resisténcia de
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amplo-espectro sem afetar, significativamente, o crescimento e a produgio das plantas ou a de
sementes (Karasov et al,, 2017; Mauch-Mani et al., 2017; Pascholati; Dalio, 2018).

Indugio de resisténcia por microrganismos rizosféricos

A rizosfera vegetal consiste na regido em volta das raizes, de aproximadamente 1 - 3
mm, sendo moldada/influénciada pela propria raiz e seus exsudados (Sasse et. al,, 2018).
Esse microambiente ¢ massivamente colonizado por diversos microrganismos, que atingem
densidades celulares muito superiores a0 niimero de células vegetais (Mendes et al., 2013).
Essas comunidades microbianas, residentes da rizosfera, desempenham papel fundamental no
funcionamento das plantas, atuando em sua fisiologia e desenvolvimento (Lucy et al., 2004;
Mendes et al., 2013; Sasse et al., 2013).

Dentre os microrganismos rizosféricos, encontram-se tambéem alguns fitopatogenos. Entre-
tanto, grande parte da microbiota da rizosfera atua suprimindo estes agentes, através do controle
direto de fitopatogenos ou na melhoria das capacidades defensivas das plantas, que consiste na
indugo de resisténcia (Bakker et al., 2007, Bakker et al., 2013). Dada essa atuacio, muitos desses
microrganismos habitantes da rizosfera tem sido estudados, destacando-se as bactérias fixadoras
de nitrogénio, bactérias promotoras de crescimento, fungos micorrizicos, fungos micoparasiticos,
entre outros (Mendes et al., 2013; Schouteden et al., 2015; Medeiros et al., 2018).

As bactérias rizofiticas ou rizobactérias estdo presentes em abundancia na superficie das
raizes de plantas, nutrindo-se de exsudatos e outros compostos liberados pelas espécies vegetais
(Lucy et al., 2004). As rizobacterias podem colonizar plantas de diversas espécies botanicas e
apresentam efeito supressivo contra diversos fitopatogenos, alem de atuarem na promocio do
crescimento vegetal (Kloepper et al., 2004).

A capacidade de rizobactérias de ativar a resisténcia de plantas é conhecida desde o inicio
dos anos 90, onde observou-se que isolados de Pseudomonas spp. conseguiam reduzir doencas
de plantas, mesmo quando mantidas espacialmente separadas do patogeno (Van Peer et al,
1991; Wer, 1991).

Muitas das rizobactérias também atuam na chamada “inducio de tolerancia sistémica”
(do inglés “induced systemic tolerance”), onde esses microrganismos incrementam a tolerdncia
vegetal a salinidade e estresse hidrico (Yang et al., 2009). Segundo os mesmos autores, as rizo-
bactérias podem ainda melhorar a captacio de nutrientes do solo pela planta, o que poderia
reduzir a necessidade da adicdo de fertilizantes e prevenir o acimulo de nitrato e fosfato nos
solos agricolas.

A partir dos primeiros trabalhos publicados, centenas de estudos verificando a inducio
de resisténcia e a promocio de crescimento mediada por rizobactérias, em monocotiledoneas
e dicotiledoneas, tem sido documentados (Pieterse et al., 2014). O fendmeno da resisténcia
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induzida por rizobacterias foi reportada para patogenos fingicos (Kloepper et al., 2004) e bac-
terianos (Ramamoorthy et al., 2001), além de nematoides fitoparasitas (De Souza et al., 2015),
virus (Samaniego-Gamez et al., 2017) e pragas (Kloepper et al.,, 2004). Nao apenas as células
bacterianas, mas seus constituintes estio envolvidos no fenomeno da inducio de resisténcia,
como lipopolissacarideos, siderdforos e acido salicilico (Wi, 1991; Ramamoorthy et al., 2001;
Mauch-Mani et al,, 2017).

Similarmente as bactérias rizosféricas, diversos organismos fungicos possuem a capacidade
de eliciar o sistema de defesa vegetal, embora sejam filogeneticamente diversos entre si. Dentre
esses fungos rizosféricos, encontram-se fungos micorrizicos e fungos promotores de crescimen-
to, podendo ainda serem encontrados alguns patdgenos fungicos hipovirulentos ou avirulen-
tos (Bent, 2006; Mauch-Mani et al., 2017). Dentre os mais estudados, destacam-se isolados nio
patogénicos de Fusarium spp., Piriformospora indica, fungos micorrizicos arbusculares do
filo Glomeromycota e diversas espécies de Trichoderma (Kloepper et al., 2004; Pieterse et al.,
2014; Mauch-Mani et al., 2017).

A simbiose micorrizica consiste em uma relagio mutualistica entre plantas e fungos
micorrizicos, onde, durante a interagdo, a planta fornece produtos fotossintéticos, que sio
trocados por nutrientes e minerais, captados a partir do solo pelos fungos (Smith; Read, 2010).
Essa intima relacio entre plantas e fungos ¢ provavelmente a simbiose mais disseminada no
mundo, tendo sido observada em fosseis que datam de 450 milhdes de anos atras, o que
ilustra a importancia dessa relacio para ambos os organismos (Jung et al., 2012; Cameron et
al,, 2013). O beneficio mutuo ¢ a base do sucesso evolutivo dessa relagdo, garantido por um
forte controle bidirecional do mutualismo (Kiers et al., 2011). Além da troca benéfica entre
estes organismos, a regulacio desse processo implica em mudangas importantes em ambos
metabolismos primario e secundario das plantas, além da regulacio dos mecanismos de defesa
vegetal. Essas mudancas impactam fortemente a fisiologia da planta, alterando sua habilidade
de superar diversos estresses (Jung et al., 2012).

A maior parte dos relatos acerca da indugio de resisténcia, mediada por fungos micor-
rizicos, refere-se a supressio de patogenos de solo, como Phytophthora sp., Fusarium sp.,
Thielaviopis sp., Pythium sp., além de alguns nematoides fitoparasitas, como Rotylenchulus
spp., Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp. (Azcon-Aguilar; Barea, 1997, Whipps, 2004; De
Souza et al., 2015). Foi apenas na tltima década, que ocorreram os primeiros relatos acerca da
resisténcia induzida por fungos micorrizicos contra patogenos de parte aérea, onde obteve-se,
por exemplo, a inibicio de Alternaria solani em tomateiro (Fritz et al.,, 2006; Pozo; Azcon-A-
guilar, 2007; Schouteden et al., 2015).
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Embora a resisténcia induzida seja um fendmeno ja conhecido, recentemente, novas expli-
cacdes tem sido propostas. No artigo de opinido intitulado “Mycorrhiza-induced resistance:
more than the sum of its parts” (Cameron et al, 2013), os autores propdem que a resistén-
cia induzida por micorriza (MIR: mycorthiza-induced resistance) ¢ um efeito cumulativo da
resposta direta da planta 4 infecgdo da micorriza e respostas imunes indiretas 4 ativagio da
resisténcia sistémica induzida, ativada por rizobactérias presentes na micorrizosfera (Cameron
et al,, 2013). Essa conceituacio revela a complexidade das interagdes bioticas e das sinalizacdes
quimicas, presentes na rizosfera.

Outros fungos promotores de crescimento incluem fungos saprofitas nio simbiontes, que
vivem liviemente no solo rizosférico ou na superficie radicular (Bent, 2006). Dentro desse
grupo, encontra-se o género Trichoderma, que é o objeto de estudo deste livro.

Indugio de resisténcia mediada por Trichoderma contra fitopatogenos

Calderon et al. (1993) relataram pela primeira vez evidéncias da inducio de resisténcia
sistémica, mediada por Trichoderma, em videira. Por sua vez, em trabalho publicado em 1998,
observou-se a indugio de resisténcia nas culturas do tomate, alface, pimentio, feijio e fumo,
tratadas com Trichoderma harzianum (isolado T39), para o controle de Botrytis cinerea (De
Meyer et al,, 1998). A aplicagio deste agente de biocontrole, mesmo estando espacialmente
separado do patogeno, resultou em reducdes de 25 - 100% dos sintomas do mofo cinzento,
atribuidos ao atraso ou supressio da formagdo das lesdes causadas por B. cinerea. Posterior-
mente, inimeros relatos da inducio de resisténcia sistémica eliciada por Trichoderma spp.,
em varias culturas contra diversos patogenos, foram publicados (Bisen et al., 2016; Woo et
al,, 2007). Nesse sentido, a Tabela 1 sumariza alguns trabalhos que contemplam a inducio
de resisténcia mediada por Trichoderma spp. para diferentes grupos de fitopatdgenos. Dentre
desses, encontram-se fungos, oomicetos, bactérias, virus e nematoides fitoparasitas. Alem dos
exemplos elencados na Tabela 1, alguns trabalhos serdo detalhados ao longo deste capitulo.

Evidéncias genéticas, utilizando plantas de Arabidopsis, apontam para a importincia do
acido jasmonico/etileno na indugio de resisténcia mediada por T harzianum T39 (Korolev et
al,, 2008; Pieterse et al., 2014). Como comentado anteriormente, os horménios acido jasmo-
nico e etileno sio importantes reguladores do sistema imune vegetal (Choudhary; Prakash;
Johri, 2007; Pascholati; De Souza, 2017)disease can be reduced. Induced resistance is a state
of enhanced defensive capacity developed by a plant when appropriately stimulated. Systemic
acquired resistance (SAR. Esses hormonios parecem ser dominantes na inducio de resisténcia
independente de acido salicilico, conferida por microrganismos benéficos do solo (Pieterse et
al,, 2014). Apesar disso, embora frequentemente independente do acido salicilico, alguns fungos
promotores de crescimento vegetal podem também ativar mecanismos de resisténcia dependen-
tes desse hormonio, sendo similar a ativacio induzida por fitopatogenos (Pieterse et al., 2014).
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Tabela 1. Inducio de resisténcia em diferentes interacdes planta - patogeno mediada por diferentes
espécies/isolados de Trichoderma.

Espécie de Trichoderma Fitopatogeno Cultura Referéncia

Fungos e oomicetos

T. harzianum Alternaria solani, Phytophthora infestans  Tomateiro Chowdappa et al. (2013)
Trichoderma spp. Alternaria solani Tomateiro Fontenelle et al. (2011)

T hamatum Botrytis cinerea Gerdnio Olson e Benson (2007)

T. harzianum Botrytis cinerea Tomateiro MartinezMedina et al. (2013)
T. harzianum Botrytis cinerea Tomateiro Harel et al. (2014)

T. harzianum Curvularia lunata Milho Saravanakumar et al. (2016)
T harzianum

T asperellum
T. atroviride

T stri Colletotrichum lagenarium Pepineiro Silva et al. (2012)
. strigosum
T longibrachiatum
T. ovalisporum
T. atroviride Diplodia pinea Pinus radiata -~ Regli ski et al. (2012)
T. koningiopsis Fusarium oxysporum Tomateiro Suarez et al. (2009)
T virens Fusarium oxysporum Tomateiro Jogaiah et al. (2018)
; Zmd? Ganoderma lucidum Coqueiro Karthikeyan et al. (2006)
" harzianum
T. harzianum Plasmopara viticola Videira Perazzolli et al. (2008; 2011)
T. harzianum Phytophthora capsici Pimentio Ahmed et al. (2000)
T hamatum Phytophthora capsici Pepineiro Khan et al. (2004)
% é;jg;jnum Puccinia graminis fsp. tritici Trigo El-Sharkawy et al. (2018)
T virens Pythium aphanidermatum Pimentio Muthukumar et al. (2011)
T harzianum Rhizoctonia solani Girassol Singh et al. (2014)
T asperellum
T harzianum
; atroviride Sclerospora graminicola Milheto Nandini et al. (2017)
" virens
T longibrachiatum

T. brevicompactum

Brassica napus

T harzianum Sclerotinia sclerotiorum Raphanus Alkooranee et al. (2017)
alboglabra

T asperellum Sclerotium rolfsii Cebola Guzman-Valle et al. (2014)

T asperellum Sclerotium rolfsii Hortela-pimenta  Muthukumar e Venkatesh (2014)

continua...
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Tabela 1. Continuacio

Espécie de Trichoderma Fitopatogeno Cultura Referéncia

T. harzianum Uromyces appendiculatus Feijoeiro Abeysinghe (2009)
Bactérias
T. asperellum Pseudomonas syringae pv. lachrymans ~ Pepineiro Yedidia et al. (2003)
T. asperellum Ralstonia solanacearum Tomateiro Konappa et al. (2018)
T hamatum Xanthomonas euvesicatoria Tomateiro Alfano et al. (2007)
Trichoderma spp. Xanthomonas euvesicatoria Tomateiro Fontenelle et al. (2011)
Nematoides
T. longtbrachiatum Heterodera avenae Trigo Zhand, Gan et al. (2014)
T. harzianum Meloidogyne incognita Tomateiro Leonetti et al. (2017)
T. harzianum Meloidogyne incognita Tomateiro MartinezMedina et al. (2017)
T. atroviride Meloidogyne javanica Tomateiro Medeiros et al. (2017)
T harzianum Pratylenchus brachyurus Soja Kath et al. (2017)
Virus

T asperellum Cucumber mosaic virus Pepineiro Elsharkawy et al. (2013)
T harzianum Cucumber mosaic virus Tomateiro Vitti et al. (2016)

Utilizando-se plantas de Arabidopsis thaliana e marcadores de genes relacionados a pa-
togénese, observou-se que T virens e T atroviride induziram resisténcia pela via do 4cido
salicilico e/ou acido jasmonico, dependente da quantidade de conidios inoculados (Contreras-
Cornejo et al., 2011). Segundo os mesmos autores, plintulas de Arabidopsis com as raizes colo-
nizadas por Trichoderma acumularam peroxido de hidrogénio e a fitoalexina camalexina nas
folhas. Os resultados do trabalho reforcam a complexidade da eliciacio de Trichoderma em
Arabidopsis, havendo envolvimento de diferentes fatores na ativacio da imunidade vegetal.

Os fungos estio entre os mais importantes agentes causais de doengas em plantas. Dentro
dessa denominagio genérica, destacame-se os fungos verdadeiros (Reino Fungi) e os oomicetos
(Reino Chromista, classe Qomycetes) (Massola Junior, 2018). Assim, serdo descritos abaixo,
relatando a inducio de resisténcia promovida por Trichoderma sp. contra esse grupo de fito-
patogenos (Figura 1).

Khaled: & Taher: (2016) realizaram investigacdes para verificar o controle de Macrophomina
phaseolina em plantas de soja. Os resultados de casa-de-vegetagio revelaram que o tratamento
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Figura 1. Modelo para a resisténcia induzida por Trichoderma sp. contra Botrytis cinerea em toma-
teiro (Adaptado de Martinez et al,, (2013)). A colonizagdo radicular por Trichoderma induz resisténcia
sistémica nos tecidos foliares e aumenta a resisténcia contra patdgenos necrotroficos. Essa resposta ¢
mediada por acido jasmonico (JA), mas necessita de vias de sinalizacio do acido salicilico (SA) e acido
abscisico (ABA) intactas para a resisténcia mediada por Trichoderma.

de sementes com Trichoderma sp. foi mais eficaz em reduzir a severidade da doenga, embora
o tratamento via solo tenha incrementado a massa das raizes e hastes. Embora tenha sido
verificado efeito direto dos isolados de T harzianum sobre M. phaseolina, o aumento no
contelido fendlico e na atividade da peroxidase sugerem que parte do controle pode estar
relacionado a inducdo de resisténcia.

Silva et al. (2012) observaram o efeito da aplicacio de Trichoderma spp. no solo,
0 qual promoveu a ativagio da resisténcia sistémica em pepineiro contra a antracnose
(Colletotrichum lagenarium), respondendo ao ataque patogénico na parte aérea. Neste estudo,
verificaram que as espécies Trichoderma harzianum, T asperellum, T atroviride, T. strigosum,
T longibrachiatum, T. koningiopsis e T ovalisporum apresentaram-se como indutores de
resisténcia contra a antracnose, determinada por meio do aumento da atividade enzimatica
das plantas em casa de vegetacio.

Chowdappa et al. (2013) observaram em seus ensaios, um aumento do acido indol-3-acéti-
co, acido giberélico e de enzimas relacionadas a defesa, como a peroxidase, a polifenol-oxidase
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e superoxido dismutase, estimuladas pela inducio de resisténcia por Bacillus subtilis e T.
harzianum em plantas de tomate inoculadas com A. solani e P. infestans.

Guzman-Valle et al. (2014) estudaram a interagio de Sclerotinia rolfsii com variedades
de cebola, verificando o mecanismo de indugio de resisténcia por T asperellum através do
aumento da atividade das enzimas glucanase, quitinase e peroxidase nas raizes, bulbos e folhas.
Muthukumar e Venkatesh (2014) também avaliaram o aumento de enzimas de defesa na plan-
ta pela inoculacio de T harzianum de forma isolada e conjunta com Pseudomonas fluorescens
contra . rolfsir, causadora da podridao do colo em horteld-pimenta.

Khan et al. (2004) realizaram ensaios para verificar o controle de Phytophthora capsici
em pepineiro, utilizando I hamatum (isolado T, ). Em bioensaios de raiz bipartida, aplica-
¢Oes desse microrganismo reduziram a severidade da podridio da raiz e da coroa das raizes
nio-tratadas. Esse efeito ndo diferiu dos tratamentos via solo do benzotiadiazol (indutor de
resisténcia) ou mefenoxam (fungicida sistémico). Baseado na area abaixo da curva de progresso
da doenca, a adigio no solo do T hamatum T, também reduziu a severidade da requeima
causada por P, capsici. Os resultados sugerem a natureza sistémica da inducio de resisténcia
induzida pelo isolado T, .

Muthukumar, Eswaran e Sangeeth (2011) também verificaram a indugio de resisténcia
por T viride contra o tombamento de plintulas de pimenta, ocasionada pelo patogeno de
solo Pythium aphanidermatum. Em estudo combinando diferentes misturas de isolados
bacterianos, fungicos e microrganismos endofiticos, comprovaram o seu efeito na reducio da
doenca e na interferéncia na atividade de enzimas relacionadas a defesa vegetal.

Néo apenas fungos necrotroficos/hemibiotroficos podem ser controlados por Trichoderma
spp. Recentemente, em estudos conduzidos por El-Sharkawy et al. (2018), observou-se o controle
do patdgeno biotrofico Puccinia graminis f.sp. tritici por fungos micorrizicos arbusculares e
Trichoderma spp. Alem da redugio da severidade da doenca, relatou-se também aumento nas
atividades da peroxidase, polifenol oxidase e nos contetdos fenélicos. Similarmente, plantas
de fetjoeiro foram protegidas por Trichoderma spp. contra Uromyces appendiculatus, agente
causal da ferrugem do fetjoeiro (Abeysinghe, 2009).

Bactérias fitopatogénicas consistem em fatores limitantes para a agricultura mundial.
Dentre os procariotos fitopatogénicos, sio de notavel importincia os géneros Agrobacterium,
Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas e Xylella, entre outros (Mansfield et al., 2012). Nesse
sentido, Yedidia et al. (2003) verificam o efeito de T asperellum em cultivo hidroponico de
pepineiro, sobre a mancha angular causada por Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Obser-
vou-se redugdo de ate 80% da doenga, que foi creditada a0 achmulo de mRNA de genes ligados
avia dos fenilpropanoide, codificadores por exemplo, da fenilalanina amonia liase (FAL).
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Alfano et al. (2007) apresentaram resultados quanto ao controle satisfatorio, via inducio
de resisténcia por T hamatum 382, da mancha bacteriana em tomateiro ocasionada por
Xanthomonas euvesicatoria, reduzindo também a populacio do patogeno nas folhas de
tomateiro. Os autores afirmaram que o Trichoderma modulou a expressio de genes nas folhas
que estdo associados ao estresse bidtico, abiotico e metabolismo de RNA, DNA e proteinas da
planta. Fontenelle et al. (2011) também demostraram o potencial de Trichoderma spp. como
indutor de resisténcia contra Xanthomonas euvesicatoria e A. solani em tomateiro, além de
verificarem que todos os isolados estudados foram capazes de degradar celulose.

A murcha bacteriana do tomateiro ¢ causada por Ralstonia solanacearum e consiste em
uma das doengas mais severas da cultura. Konappa et al. (2018) realizaram estudos para ve-
rificar o controle de R. solanacearum em tomateiro, utilizando isolados de T asperellum. O
tratamento com T asperellum reduziu a incidéncia da doenga em 51% (isolado T4) e 52% (iso-
lado T8), além de se observar 0 aumento da atividade da peroxidase, fenilalanina amonia-liase,
polifenol oxidase, £-1,3-glucanase e fenois totais apds a inoculacio do patdgeno. Os resultados
indicaram o envolvimento dos mecanismos de resisténcia induzidos por T asperellum contra
R. solanacearum em tomateiros, em condices de campo.

As espécies de nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) e nematoides de cisto
(Heterodera spp.) configuram entre as principais pragas do mundo, afetando diversas culturas
de interesse econdmico, como tomateiro, soja e cereais, entre outras (Jones et al,, 2013). O
uso de Trichoderma para o controle de fitonematoides ja € consagrado, existindo, inclusive,
produtos comerciais disponiveis, formulados a partir de propagulos desse fungo (Agrofit,
¢2003). Nesse sentido, dada sua pertinéncia para o manejo de fitonematoides, exemplos de
sucesso envolvendo o controle e a inducio de resisténcia por Trichoderma para o controle
desses fitopatdgenos serdo discutidos em detalhes no capitulo 30. Apesar disso, discutiremos
alguns exemplos de inducdo de resisténcia relacionados a nematoides fitoparasitas.

Ensaios in vivo, realizados por Medeiros et al. (2017), demonstraram que T atroviride
induz resisténcia sistémica em tomateiro contra M. javanica, sem a necessidade de estar dire-
tamente em contato com esse parasita. Nos experimentos de raiz bipartida, observou-se signi-
ficante reducio no niimero de galhas (20%) e no nimero de nematoides adultos no interior
do sistema radicular (87%). Adicionalmente, ainda utilizando tomateiros com raiz bipartida,
tratados e/ou inoculados com M. javanica, observou-se que a primeira geracdo (F1) das plantas
herdou a resisténcia induzida por T atroviride. Além da resisténcia ao nematoide das galhas,
a promogio de crescimento induzida por esse fungo foi igualmente herdada, sem, no entanto,
alterar a resisténcia ao nematoide das galhas. Dessa forma, observou-se o efeito “priming’,
onde a progénie apresentou aumento em crescimento e resisténcia, sem o custo adaptativo.
Os autores ainda destacaram que a inducio de resisténcia ocorreu através de diferentes meca-
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nismos e em varios graus, a depender do tipo de interacio entre M. javanica e T. atroviride
(por exemplo: se T atroviride e o nematoide das galhas estavam espacialmente separados ou
habitando as mesmas raizes).

Zhang et al., (2014) avaliaram a eficiéncia de T longibrachiatum para o controle de Hete-
rodera avenae em trigo. Verificou-se o controle do nematoide do cisto através da aplicaco de
1,5x10%a 1,5 x 10* esporos / mL de Trichoderma. Observou-se ainda, aumento na quantidade
de clorofila e na atividade das enzimas peroxidase, polifenol oxidase e fenilalanina aménia-lia-
se, todas relacionadas a defesa vegetal. Os autores concluiram que a promogio do crescimento
vegetal, tornando a planta mais competitiva, e a indugdo de mecanismos de defesa, podem ter
sido os principais mecanismos envolvidos no controle de H. avenae por T. longibrachiatum.

Finalmente, poucos exemplos envolvendo inducio de resisténcia por Trichoderma spp. e
fitoviroses estdo disponiveis na literatura. Vitti et al. (2016) estudaram a inducio de resisténcia
sistémica promovida por T harzianum T-22 em tomateiros inoculados com Cucumber mosaic
virus. O tratamento com T-22 reduziu a severidade da doenga, bem como promoveu cresci-
mento da planta, melhoria na fotossintese e aumento na quantidade de clorofila. A analise
hormonal revelou que o tratamento com T-22, anterior ou simultaneamente 4 inoculacio do
CMV, levou a indugio de resisténcia, pelas vias do acido jasmonico/etileno e acido salicilico.
Essa ativagio também for dependente do acido abscisico, quando o tratamento com T-22 foi
realizado ap6s a infeccio do CMV.

Categoria de registro de produtos & base de Trichoderma

Evidéncias cientificas indicaram que um grande nimero de cepas de Trichoderma
podem ser reconhecidamente classificadas como “Agentes de controle bioldgico” (“Microbial
Biological Control Agents: MBCA”) contra varios tipos de fitopatogenos, como Meloidogyne
spp. (Jindapunnapat et al,, 2013) e Sclerotinia sclerotiorum (Carvalho et al., 2011), por
intermeédio do antagonismo, competigio, antibiose e/ou parasitismo (Kredics et al. 2018).
Esses agentes sio usualmente registradas como produtos de protecio vegetal (“Plant Protection
Products: PPPs”) na Unido Europeia (EU) por intermédio da “European Biostimulant Industry
Council” (EBIC) (http://www.biostimulants.eu/). Atualmente, varios paises, estados e regides
administrativas desenvolveram diferentes categorias de registro de bioestimulantes potenciais,
incluindo terminologias, como condicionadores de plantas, suplementos, melhoradores do
solo, reforcadores de plantas ou fitofortificantes (Yakhin et al.,, 2016a,b; Torre et al., 2016).
Do ponto de vista regulamentar, nio existe um acordo global sobre a definicio de PPPs.
Desta forma, muitos paises da EU e fora da mesma carecem de um quadro juridico especifico
para o registro de PPPs (Yakhin et al., 2017; Caradonia et al., 2018; Rouphael et al., 2018).
Inicialmente, esta atividade biopesticida foi considerada como o unico beneficio para a planta
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atribuida a Trichoderma, como por exemplo, Trichoderma harzianum Epl-1 (Gomes et al,
2017) e Trichoderma harzianum CECT 2413 (Cardoza et al,, 2014)). No entanto, alguns
relatos clentificos demonstraram que algumas espécies de Trichoderma também podem atuar
como indutores de resisténcia, bioestimulantes e/ou bio-intensificadores para as plantas
cultivadas, quando estas sdo expostas a estresses de origem bidtica ou abidtica (Harman et al,,
2004; Fontenelle et al., 2011 Hermosa et al., 2012; Hermosa et al,, 2013; Lorito e Woo, 2015;
Zeilinger et al., 2016; Fiorentino et al. 2018).

Para informagdes detalhadas sobre esse topico veja o capitulo 2 desse livro, intitulado
“Produtos comerciais 4 base de Trichoderma”.

Trichoderma e consorcios microbianos

Estudos recentes evidenciaram o potencial dos consorcios microbianos rizosféricos e nio
rizostéricos como bioestimulantes vegetais ou probioticos agricolas (de Vries e Wallenstein
2017, Palmieri et al., 2017; Yakhin et al., 2017; Kong et al., 2018). Estes consdrcios geralmente
s40 associagdes microbianas ndo patogénicas, como por exemplo rizobactérias (Ruzzi; Aroca,
2015) e rizofungos (Hossain et al., 2017), naturais (PérezJaramillo et al,, 2016) ou sintéticas
(Barra et al,, 2016) que compdem e habitam o fitomicrobioma (Smith et al., 2017) ou o
rizomicrobioma (Rossmann et al,, 2017). Esses consorcios sdo capazes de incrementar na
planta hospedeira a absor¢io de agua, nutrientes, bem como aumentar a tolerdncia aos efeitos
deletérios de fatores edaficos estressantes de origem biotica (ex. fitopatogenos) ou abiotica (ex.
salinidade ou acidez) (Ben Said; Or 2017). Um consorcio microbiano, devido as multiplas
espécies envolvidas, possui um pool maior de genes do que as monoculturas microbianas
(Zhang; Wang 2016; Mccarty; Ledesma-Amaro 2019). Esta diversidade metabolica permite que
um consorcio microbiano execute miltiplas e mais complexas tarefas do que microrganismos
isolados, utilizando os recursos nutricionais disponiveis no ambiente de maneira mais eficien-
te, alem de disponibilizar diferentes moléculas efetoras (Woo; Pepe 2018).

Trichoderma spp. podem produzir mais de 250 produtos metabdlicos (Vide capitulo 5),
incluindo enzimas que degradam a parede celular, peptideos, metabélitos secundarios e ou-
tras proteinas (Patil et al., 2016). Muitos desses compostos sdo bioativos e podem afetar as
respostas das plantas, bem como a de outros microrganismos, otimizando os mecanismos de
defesa e estimulando o desenvolvimento das plantas, especialmente na rizosfera (Lombardi et
al, 2018).
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Consideragoes finais

A partir do exposto, fica evidente a riqueza de possibilidades para a descoberta de novos
indutores de resisténcia pelo uso de diferentes espécies/isolados de Trichoderma, para dife-
rentes patossistemas, o que devera contribuir para o uso racional dos defensivos agricolas
tradicionais. Porém, é importante estimar o impacto ecologico da aplicacio destes novos
indutores, bem como os efeitos sobre o microbioma (fitomicrobioma e rizomicrobioma) nio
alvo da planta hospedeira.
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Introducio

Produtos bioldgicos estio em crescente demanda no manejo de grandes culturas no Brasil
e no mundo. Atualmente existem diferentes produtos microbianos registrados no Brasil, entre
esses destaca-se o fungo pertencente ao género Trichoderma para o controle de patdgenos
radiculares ou habitantes do solo e substrato, e também da parte aérea das plantas.

Ampliagdes na produgio de produtos biologicos devem ser cuidadosamente programadas
¢ avaliadas nas industrias, para que aumentos na producio de Trichoderma spp. para uso
comercial ndo gerem problemas relacionados com a qualidade final das formulagdes, entre
os quas a viabilidade dos conidios produzidos que ¢ de suma importincia ao sucesso da
comercializagdo e aplicagio desse fungo em programas de controle biologico de doencas de
plantas (Lopes, 2009).

Condicdes nutricionais adequadas durante o crescimento da cultura e esporulacio tendem
a favorecer a acumulagio de reservas endogenas apropriadas, de forma que os esporos recém-
formados apresentem qualidades vantajosas ou adequadas (Jackson et al., 1997). E imprescin-
divel, portanto, encontrar as combinacdes ideais dos fatores bidticos e abioticos envolvidos na
producio de biomassa que resulte em maior rendimento de esporos ou outros propagulos de
interesse, via fermentaco solida estatica ou fermentacio liquida submersa, sendo essas duas
os principais métodos de produgio massal desse fungo no Brasil e no mundo. A viabilidade
econdmica da produgio massal de uma estirpe selecionada, bem como o desenvolvimento
de um produto estavel e duradouro, ou seja, formulacio apropriada, sio fatores-chave para o
éxito do produto biologico (Leite, 2012).
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Trichoderma spp., assim como a grande maioria dos outros microrganismos quimiotrofi-
cos, obtém energia estocada em ligagdes quimicas de varios compostos, principalmente orga-
nicos, para crescerem e se multiplicarem. Logo, o fungo também requer fontes de carbono de
origem mais complexa. Para o crescimento adequado de Trichoderma spp., ¢ necessaria uma
serie de fatores nutricionais, os quais sio representados pelos elementos quimicos C, H, O, N,
P K, S, Ca, Mg, etc. Esses nutrientes assumem importancia vital 2 manutengio do metabolis-
mo celular primario e secundario, sendo responsaveis pela formacio de material celular (ex:
organelas, parede celular, membranas etc.) ou produtos (ex.: enzimas, metabélitos secundarios,
proteinas etc.) (Cochrane, 1958).

Carbordratos sio referidos como fontes de carbono, apesar de eles também proverem
hidrogénio e oxigénio. Proteinas e aminocidos sio importantes fontes de nitrogénio, embora
fontes inorginicas possam ser empregadas no crescimento de Trichoderma spp., tais como sais
de amonio e nitratos (Danielson; Davey, 1973). As fontes organicas de nitrogénio também pro-
vém carbono, oxigénio, hidrogénio e enxofre, que sio os elementos estruturais dos componentes
celulares e outros produtos. Ha inameras opgdes de fontes de carbono, nitrogénio, minerais e
vitaminas disponiveis na forma de matérias-primas de origem vegetal e animal e que sio, na sua
grande maioria, residuos agroindustriais de baixo custo. Apesar da incrivel variabilidade genética
entre espécies e isolados de Trichoderma aliada a sua ampla diversidade nutricional e fisica para
crescimento in vitro, € importante salientar que os estudos de otimizacio das condiges ambien-
tais e nutricionais para sua produgio em larga escala devem ser conduzidos caso a caso.

Este capitulo tem por objetivo relatar, em linhas gerais, os principais sistemas de produgio
massal de Trichoderma spp. no Brasil e prover informagdes embasadas na ecofisiologia nutri-
clonal desse fungo, com relevincia ao sucesso do seu cultivo pela fermentacio solida estatica,
bifasica ou liquida submersa.

Fermentagio em Estado Solido de Trichoderma spp.

O processo de producio massal de um microrganismo visa a obtengio de um produto
com caracteristicas especificas de pureza, abundancia em estruturas infectivas, viabilidade em
armazenamento, economia na produgio, conveniéncia na utilizagio e transporte, facilidade
de aplicacio e eficiéncia no controle do patogeno-alvo.

Os esporos constituem-se, essencialmente, em células envolvidas por parede celular que as
protegem de condigdes ambientais adversas a sua germinacio, garantindo assim a sobrevivén-
cia do fungo. Abordagens voltadas para a otimizacio de meios de cultura devem considerar
ndo apenas o rendimento de esporos, mas também a qualidade dos mesmos, que inclui aspec-
tos como tolerdncia 4 dessecagio, estabilidade em uma preparagio seca, e eficicia no controle
biologico em si (Leite et al., 2012).
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Nesse sentido, a producdo industrial de Trichoderma spp. ¢ realizada através de dife-
rentes tipos de fermentagio. O cultivo por meio da fermentacio em estado solido, também
chamada fermentacio semi-solida ou fermentacio em meio semi-solido ou fermentagio
solida estatica, aplica-se a0 processo de crescimento de microrganismos sobre substratos
solidos na auséncia de agua livre. A dgua presente nesses sistemas encontra-se ligada a ma-
triz solida formando uma fina camada na superficie das particulas (Raimbault, 1998). Para
Arora et al. (2017), a fermentacio em estado solido é a melhor op¢io para produgio massal
de biopesticidas, uma vez que o microrganismo vai crescer em substrato semelhante ao seu
habitat natural. O substrato selecionado deve considerar o tamanho das particulas (de 180
um a 1,4 mm), o grau de polimerizagio e cristalinidade, fatores fisicos como temperatura,
pH, atividade de agua (a ) e aeragdo. Parimetros como tipo e concentracio de fontes de
carbono, nitrogénio e fosforo, pH, umidade e temperatura representam variaveis operacio-
nais determinantes no processo de fermentagio em estado solido (Singhania et. al., 2010).

Estudos sobre fatores nutricionais, fisicos, quimicos e bioldgicos envolvidos no pro-
cesso de esporulagio nio evidenciaram nenhum conjunto de parimetros 6timos e gerais
aplicaveis a uma determinada espécie de fungo, podendo inclusive estar relacionados aos
requerimentos especificos de cada isolado dentro das espécies flingicas de interesse (Steyart
et al,, 2010). A presenca ou auséncia de luz exerce um efeito interativo com as exigéncias
nutricionais na esporulacio, e os demais estimulos abioticos combinados com diferentes
condigdes resultam em sistemas de interagio com as fontes de carbono disponiveis (Sch-
moll et al., 2010; Fried! et al., 2008).

Aluz € muito importante para a esporulacio de Trichoderma onde a maioria das espé-
cles necessita de luz para o inicio da conidiogénese. Trichoderma é definido como fungo
de “luz azul®, pois para a produgio de conidios a energia luminosa pode variar desde o
espectro proximo ao ultravioleta até o azul (320 - 500 nm). A etapa inicial da percepgio da
luz pelos fotorreceptores nio depende da presenca de oxigénio molecular e da temperatura.
Mas ¢ dependente do estado metabolico das células. As células mais jovens e metabolica-
mente mais ativas sdo mais sensiveis a presenca de luz. Apos a etapa inicial vem a fase de
alteracdes fisiologicas e morfologicas e nessa fase a esporulagio dependente de processos
oxidativos, sendo que a producio de esporos ¢ inibida nas hifas que crescem na auséncia
de oxigénio. Ciclos alternados de 12 horas de luz e 12 horas de escuro (fotoperiodo de 12
horas) sio utilizados, pois assemelham-se mais as condicdes do ambiente natural. Cerca
de 24 horas ap6s o inicio do estimulo [uminoso, inicia-se a fotoconidiacio, enquanto a
maturacdo dos conidios pode levar até 5 dias, dependendo da espécie (Steyaert et al., 2010;
Casas-Flores; Herrera-Estrella, 2013; Steyaert et al., 2013).
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A 4gua apresenta papel de destaque na fermentacio estado solido, em virtude do seu
elevado grau de interacio com as substancias que compdem a fase solida (Gervais; Molin,
2003). Na fermentagdo estado solido, a agua esta relacionada a dois parimetros: o primeiro se
refere 4 umidade, que diz respeito a porcentagem de agua na massa total do meio; o segundo,
a atividade de agua (a ), que ¢ a quantidade de moléculas de agua disponiveis nas vizinhangas
imediatas das particulas do substrato afetando diretamente o crescimento microbiano e a
sintese de metablitos. O nivel de umidade varia de acordo com o ecossistema formado entre
0 microrganismo e o substrato. Baixos niveis de umidade levam 4 inibigdo do crescimento
microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizacio do substrato. Em contrapartida, o
excesso de umidade resulta na diminuigio da porosidade, na baixa difusio de oxigénio e na
reducio de trocas gasosas, que prejudicam a respiracio microbiana (Holker et al., 2004).

Grande parte das técnicas desenvolvidas para a produgio de fungos entomopatogénicos
no Brasil consiste no uso de cereais ou grios pré-cozidos como substrato, principalmente
arroz, a qual foi iniciada no final da década de 1960 sendo esta técnica transferida para a
producio massal de Trichoderma spp. Durante as décadas seguintes, adaptagdes no sistema
tornaram o processo mais pratico e a producio mais eficiente (Lopes, 2009).

A grande maioria dos materiais viaveis para a biotransformagio e utilizados como subs-
tratos sio os grios de arroz, milho, trigo, sorgo, milheto, farelos, cascas (Hewavitharana et
al, 2018; Sargin et al., 2013; Cavalcante et al., 2008), por apresentarem como principais com-
ponentes a celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, além de vitaminas e
minerais.

A produgio massal em substrato solido deve iniciar com a multiplicagdo de cada cepa
proveniente da colecio (estoque), as quais podem ser preservadas desidratadas (liofilizadas)
e criopreservadas em nitrogénio liquido, ou sob ultracongelamento (-80 °C) para assegurar
a manutengio de caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genética das mesmas. Segundo
Sandhya et al., (2005) a concentragio inicial do inoculo, em relagio a quantidade de substrato
utilizado, € um importante fator biologico, necessario para garantir a fermentacio do meio,
acelerar a colonizacio do substrato e ndo esgotar os nutrientes necessarios para o desenvolvi-
mento pleno do microrganismo.

A multiplicacio para obtencio do indculo inicial é realizada em placas de Petri (9,0 x 1,5
cm) com meio comercial de batata-dextrose-dgar (BDA), as quais sio mantidas em cimara de
crescimento do tipo B.O.D., a temperatura de 26 + 2 °C, UR > 60%, com 12 horas de fotofase
durante a 7 dias (Figura 1A e 1B). A proxima etapa ¢ o fracionamento do arroz em sacos de
polipropileno (40 x 25 cm), preenchendo 1/3 do volume total, sendo em seguida esterilizados
durante 25 minutos a 120 C (1 atm) (Figura 1C). Nesse substrato ¢ realizada a inoculagio
mecanizada de uma suspensio a 10° conidios mL" de Trichoderma spp. oriunda da multi-
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plicacio do indculo inicial (Figura 1D). Esse material permanece horizontalmente em salas
climatizadas a 26 + 2 °C, 12 horas de fotofase por um periodo de 10 a 12 dias, para a obtencio
do maior indice de desenvolvimento e esporulagio do fungo no arroz (Figura 1E).

A- PRE INOCULO "’ B- MULTIPLICAC/KO INICIAL C- PREPARO DO SUBSTRATO
Multiplicagdo da cepa - Placas com meio BDA, 26 + - Fracionamento e esterilizagdo
proveniente da colegdo. 2°C, fotofase de 12h, 7 do arroz.

dias.

)

—t D- INOCULAGCAO MASSAL

Inoculagdo  automatizada
% dos esporos flngicos em
% sacos com arroz estéril.

E- CRESCIMENTO MASSAL

’?" Em prateleiras, sala 5
climatizada a 26 & 2°C,

.. fotofase de 12h, 10/12 dias.

F- MATERIA PRIMA
O arroz colonizado é a

matéria prima para as / =
formulagoes. F2- Separacio dos esporos flingicos- método | g

F1- Matéria prima triturada: formulagdo em pé.

MycoHarvester: formulagéo a base de esporos.

- F3- Demais formulagdes: gel, liquida.

Figura 1. Processo de produgio massal de Trichoderma spp. em substrato solido.

Fonte: Aida Terezinha Santos Matsumura.

Além da fermentacio estado solido, pode-se realizar a fermentacio através do processo
bifésico, onde o fungo é produzido inicialmente em meio liquido seguido de meio solido.
Nesse processo ocorre alta producio de biomassa atraves do cultivo em meio liquido e apos
a produgio de conidios estaveis e hidrofobicos no meio solido (Jenkins; Goettel, 1997). Nesta
fermentacio aspectos como o tempo de producio da fonte de indculo em meio liquido,
quantidade da fonte de indculo transferida a0 meio solido e compatibilidade dos substratos
envolvidos podem determinar o incremento da producio (Machado et al,, 2013; Moraes et
al, 2014).

Na fermentagio bifasica descrita por Santos (2017) o meio liquido utilizado foi a base
de glicose ¢ extrato de levedura contendo 45 g L' de fonte de carbono e 36 g L de fonte de
nitrogénio. Na pesquisa mencionada, 10 mL de suspensio fingica a 5,0 x 10° conidios/mL
com 0,05% de Tween® 80 foi inoculada em 90 mL de meio liquido em frascos Erlenmeyer de
250 mL. Os frascos sio entio acondicionados a 28 °C em mesa agitadora orbital a 325 rpm
sendo homogeneizados manualmente e diariamente para evitar crescimento micelial e espo-
rulaio nas paredes do frasco. Apos incubacio de 3 dias, este meio com > 1,0 x 10° propagulos
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mL! ¢ inoculado em substratos solido (arroz e/ou farelos) e materiais inertes (suportes de
esporulagio e crescimento). Apos inoculagio, os sacos sio incubados a 25 + 2 °C, UR 70 +
10% e fotofase de 12 horas, durante 10 dias. Apos esse periodo de incubacio, os conidios sdo
extraidos do substrato por lavagem em agua.

Apos a finalizagio do processo de multiplicagio massal, a matéria prima composta de
arroz colonizado por fungo devera passar pelo processo de secagem em estufa a 28+2 °C com
circulagio forada de ar. Apos a secagem, a matéria-prima pode ser processada através de
diferentes tecnologias: (i) processo de trituracio mecinica dos grios de arroz colonizados com
o fungo, resultando na formulagio em pé (Figura 1 F1); (11): separacio dos esporos fiingicos
atraves da metodologia de MycoHarvester, resultando na formulacio a base de esporos secos
(Figura 1 F2); (ii1): processo de lavagem da matéria prima resultando em formulagdes 4 base
de gel ou liquidas. Neste contexto da fermentago solida usando arroz pré-cozido, o produto
final é a obtencdo de conidios aéreos de Trichoderma para formulagio e comercializacio.
Apesar de Trichoderma também produzir clamidosporos em substratos solidos, esta produgio
¢ muito baixa e pouco explorada em produtos comerciais, sendo inexistente no Brasil.

Quando a empresa utiliza mais de uma espécie e ou diferentes isolados de Trichoderma
spp., 0s mesmos devem ser cultivados separadamente e a mistura sera feita somente na etapa
de formulagdo do produto final. A formulacio final do produto deve manter a estabilidade
¢ aumentar a sobrevivéncia dos esporos durante o armazenamento, transporte e seu estabele-
cimento a campo.

O rendimento na producio de conidios de Trichoderma spp. esta relacionado as espécies
utilizadas no processo produtivo resultando em variagdes nas taxas de rendimento, além da in-
fluéncia das caracteristicas nutricionais e fisicas dos diferentes substratos solidos empregados
como fontes de carbono, nitrogénio e matriz para prover suporte fisico e aeracio (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento na produgio massal de diferentes espécies de Trichoderma cultivados em subs-
tratos solidos variados.

Isolado Rendimento Substrato Referéncia
CEN 287- T. harzianum 1,6 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 288- T harzianum 2,6 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 289- T. harzianum 1,4 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 290- T harzianum 2,5 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 316- T harzianum 0,5 x 10° conidios mL: Arroz Muniz et al,, 2018
T, harzianum 2,158 10%esporos g Arroz Cavalcante et al., 2008
T harzianum 23274 10°esporos g’ Farelo de milho Cavalcante et al., 2008
T, harzianum 512283 10°esporos g' Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008
T viride 18257 10%esporos g Arroz Cavalcante et al., 2008

continua...
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Isolado Rendimento Substrato Referéncia

T viride 23268 10%esporos g’ Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T viride 19224 10° esporos g' Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T. koningii 23257 10%esporos g’ Arroz Cavalcante et al., 2008

T koningii Lla6,1 10°esporos g' Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T. koningii 28288 10 esporos g’ Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T. polysporum 1424 10%esporos g’ Arroz Cavalcante et al., 2008

T. polysporum 0,1a26 10°esporos g' Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T polysporum 1,726,5 10%esporos g’ Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T harzianum EGE-K38 1x 10" esporos g Farelo de trigo Sargin et al,, 2013

T harzianum EGEK38 9,2 x 10° esporos g’ Farelo de Arroz Sargin et al,, 2013

T. harzianum EGE-K38 4 x 10° esporos g’ Semente de algodio Sargin et al,, 2013

T harzianum EGE-K38 5x 10° esporos g* Bagago de uva Sargin et al,, 2013

T harzianum EGEK38 2,8 x 10% esporos g’ Serragem Sargin et al,, 2013

T. harzianum EGE-K38 3,6 x 107 esporos g' Casca de noz Sargin et al., 2013

T viride 6,5 x 10° UFC mL* P4 de coco Hewavitharana et al., 2018
T viride 6 x 10° UFC mL! P6 de serra Hewavitharana et al,, 2018
T viride 5x 10° UFC mL* Arroz Hewavitharana et al., 2018
T. asperellum 5,5 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al,, 2018
T asperellum 4,5 x 10° UFC mL! P6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T asperellum 3,5x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T harzianum 6,5 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al,, 2018
T harzianum 5,5 x 10° UFC mL* P6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T harzianum 4,5 x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T. longibrachiatum 7 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al., 2018
T. longibrachiatum 6x10° UFC mL* D6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T longibrachiatum 6,5 x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T virens 7x 10° UFC mL* P6 de coco Hewavitharana et al., 2018
T virens 6,5 x 10° UFC mL* D6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T virens 6 x 10° UFC mL? Arroz Hewavitharana et al., 2018

Em relagdo ao armazenamento, apesar de nio existir uma padronizacio nas metodologias
de avaliacio, as empresas aferem a qualidade de seus produtos por basicamente trés critérios:
contagem de esporos (minimo de 1 x 10° conidios g'), germinacio (minimo de 85%) e viabi-
lidade (minimo de 8,5 x 10" 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 cimara
fria (4 a 6 °C) (Morands; Bettiol, 2009).

Todo processo de fabricagio deve passar por um controle de qualidade e seguir as normas
de boas praticas de fabricacdo, sendo acompanhado pelo sistema APPCC (Anélise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle) visando a garantia, efetividade e eficicia do controle dos
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perigos & produgio. Paralelo ao processo de producio, faz-se necessario o desenvolvimento de
um rigoroso procedimento de controle de qualidade, 0 que permitira acompanhar qualquer
variagio ou contaminagio que possa ocorrer durante o processo de producio e posterior
armazenamento do produto.

Esse controle de qualidade visa garantir a concentracio, a pureza, a viabilidade, a deter-
minacio taxonomica (no caso de diferentes espécies) para a manutengio das caracteristicas
desejadas no produto final. Para garantir a qualidade final do produto, é necessario o mo-
nitoramento do processo desde a manutencio das cepas até seu estabelecimento a campo.
O monitoramento do processo deve ser feito por pessoas aptas a detectar qualquer falha no
processo produtivo. O controle de qualidade sera abordado no capitulo 9.

Os dados do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (Mapa) mostram o total
de produtos registrados no Brasil. Sdo considerados produtos de baixa toxicidade os biologi-
cos, microbioldgicos, semioquimicos, bioquimicos, extratos vegetais ou de uso na agricultura
organica. Para 0 ano de 2019, do total de 1.210 defensivos, apenas 1,4% se caracterizam como
produtos biologicos sendo menos de 1% de produtos destinados a agricultura orginica.

Produtos registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e (Agrofit,
¢2003), como fungicidas ou nematicidas incluem as espécies de Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, Trichoderma stromaticum e Trichoderma koningiopsis.

Nesse contexto, as diferentes formulagdes destes fungicidas e nematicidas registrados no
Brasil 4 base de Trichoderma spp. se distribuem em WP: po-molhavel; WG: granulos disper-
siveis; SC: suspensio concentrada; EC: concentrado emulsionavel. Devido 4 diversidade de
condicdes climaticas, alvos e preferéncia de mercado, um unico microrganismo podera ser
formulado de maneiras distintas para atender a diferentes mercados. Assim, existe disponivel
para consultas o indice de codigos e as denominagdes das diferentes formulagdes, segundo a
terminologia ABNT NBR 12679/2018 (Associacio..., 2013). Adicionalmente, a norma ABNT
NBR 8510/2018 rege sobre as caracteristica fisicas de cada tipo de formulacio (Associagio...,
2013).

Fermentacio Liquida Submersa de Trichoderma spp.

A fermentacio liquida submersa ¢ um método amplamente difundido e utilizado na
producio de biomassa microbiana, enzimas e metabélitos secundarios de microrganismos
com multiplas fungdes e aplicacdes nos setores veterinario, farmacutico, alimenticio e agri-
cola. Tradicionalmente, a fermentagio microbiana consiste em um processo anaerobico, sem
presenca de oxigénio, baseado na transformacio de substratos orginicos em moléculas mais
simples com baixa geracio de energia na forma de ATP e baixa produgio de biomassa celular.
A fermentacio aerobica, ao contrario, envolve um processo de fosforilacio oxidativa na pre-
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senca de oxigénio que ocorre durante a respiragdo celular, gerando alta produgdo de energia
e de biomassa microbiana. Este tipo de fermentacio na presenca de oxigénio é, portanto, o
principal bioprocesso visando a producio massal de biomassa de microrganismos benéficos,
que também so aerobicos facultativos, para exploracio como agentes de controle biologico.
Os componentes de um meio liquido para fermentagio de Trichoderma spp. demandam
nutrientes classificados em fontes de carbono e nitrogénio, componentes inorganicos (sais
minerais) e vitaminas, de acordo com a fungio no meio de cultivo. Em ordem de grandeza e
exigéncia ao crescimento de Trichoderma spp., carbono, oxigénio, nitrogénio, hidrogénio e en-
xofre s30 os nutrientes exigidos em maiores concentracdes nesta ordem (Zabriskie et al., 2008).
A composigio nutricional do meio de cultura liquido bem como os fatores fisicos do am-
biente de producio exerce uma forte influéncia na formagio, rendimento e qualidade dos pro-
pagulos cultivados durante a fermentagio liquida. Os principais fatores que podem impactar
de forma significativa nas culturas liquidas de Trichoderma spp. estio indicados na Figura 2.

Fonte Carbono
Fonte Nitrogénio
Minerais
Vitaminas
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indculo
e o Pressdo hidrostatica
(o)
==

Figura 2. Fatores fisicos, quimicos, genéticos e nutricionais que afetam as variaveis de crescimento de
Trichoderma sob cultivo submerso em biorreatores com agitacio mecnica.

Fonte: Gabriel Moura Mascarin.

No sistema de fermentagdo liquida submersa, é possivel produzir diferentes propagulos de
Trichoderma spp., diferentemente da fermentagio em estado solido em que apenas conidios
e micélio sdo geralmente obtidos. Portanto, a fermentagio liquida submersa confere excelente
versatilidade ao desenvolvimento de diferentes propagulos fiingicos, tais como conidios sub-
mersos, micélio, microesclerddios e clamiddsporos, conforme ilustrados na Figura 3.
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; Gabriel Moura Mascarin.

Fotos: Nilce Naomi Kobori;

Figura 3. Exemplos de propagulos submersos de Trichoderma harzianum (cepa T-22) produzidos sob
cultivo liquido. A) Conidios submersos, B) Clamidédsporos, C) Micélio e D) Microesclerodios (notar
pigmentacio escura dessas estruturas).

A Tabela 2 mostra as principais diferencas e aplicagdes desses diferentes propagulos
de Trichoderma em comparagio com os conidios aéreos, sendo que a fermentacio liquida
submersa leva uma grande vantagem no quesito tempo de cultivo, que geralmente é mais curto
do que no sistema de fermentacio em estado solido.

Tabela 2. Rendimentos e tempos de produgio de diferentes propagulos de Trichoderma spp. para uso
como ingrediente ativo em produtos comerciais.

Propégulo Forma de Rendimento Tempo de Eficicia Armazena- Forma de
fermentagio fermentagio mento’ aplicagio
Conidios aéreos  Substrato solido 5x 10° conidios g*  Variavel (13 Boa- 3212 meses Solo, parte
substrato semanas) Excelente aérea, sementes
Micelio Fermentagio solida  Muito variavel (1 a 50 >1 dia Regular - la6meses  Solo, parte aé-
ou liquida mg mL") Boa rea e sementes
Conidios Fermentagio liquida ~ 1x107a2x 10° 3210 dias Regular - 1 2 6 meses Solo, parte
submersos conidios mL? Boa aérea, sementes
Clamidésporos  Fermentacio liquida 1x10Pa2x10° 3210 dias Boa - 12 meses Soloe
clamidésporo mL* Excelente sementes
Microesclerédios  Fermentagio liquida ~ 2x 10*a5 10* mi- 3a7 dias Boa- 12 meses Soloe
croes clerodios mL? Excelente sementes

‘O tempo de prateleira dos propagulos de Trichoderma vai depender da espécie e isolado do fungo, bem como das condicdes nutricionais
do meio de produgio que impactam na sua qualidade e também nas condigdes de armazenamento (temperatura, tipo de embalagem, vicuo,
umidade final dos propagulos, método de secagem e tipo de formulagio).
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Ha intmeros estudos entre as décadas de 1980 e 1990 que demonstram a viabilidade
e facilidade em se produzir, principalmente, conidios submersos, micélio e clamidosporos
de varias espécies de Trichoderma spp. em meios liquidos sob cultivo submerso utilizando
ingredientes, muitas vezes, de baixissimo custo, tais como levedo de cerveja e melaco de cana,
como ¢ relato resumidamente a seguir. Um sistema de fermentacio liquida para espécies de
Trichoderma e Gliocladium foi desenvolvida por Papavizas et al., (1984) usando um garrafio
plastico autoclavavel de 20 L para escalonar a producio de Trichoderma em um volume util
de 7-10 L de caldo fermentando contendo conidios submersos. Um sistema de injecio de ar
estéril por meio de compressores de aquario foi adaptado com filtros e tubulacio a fim de
fornecer oxigenagio ao meio de cultivo liquido.

Neste sistema, o meio liquido utilizado foi composto de melago (3%) e levedo de cerveja
(0,5%), o que proporcionou ao final de 10-15 dias de fermentacio um rendimento maximo de
3,2 x 10° g' de biomassa fungica seca de T harzianum. Esta biomassa fiingica seca consistiu
basicamente em conidios submersos, clamiddsporos e micélio. Desses, clamidosporos foram
aqueles que persistiram e sobreviveram por mais tempo apos inoculagio em solo, ap6s formu-
lacio e secagem com pirofilita, um mineral filossilicato composto do hidroxido de silicato de
aluminio. Mais adiante, Jin et al. (1991), resolveram modificar a atividade de 4gua e, conse-
quentemente, a pressio osmotica do meio liquido (RM8), composto por meio de Richard
suplementado com suco de extratos vegetais chamado V8, para crescimento de T harzianum
230 °C e 150 rpm com o intuito de aumentar a sua producdo de conidios submersos e tole-
rdncia 4 secagem a vacuo. Para isso, os autores usaram como osmoélito o polimero polietileno
glicol 200 (PEG 200) adicionado a 6% (v/v) a0 meio RM8 gerando um potencial hidrico de
-1,88 MPa. Esses mesmos autores verificaram que a adigio de PEG 200 a0 meio RM8 em fases
mais iniciais do crescimento (0 ou 24 horas) da cultura liquida do fungo permitiu desenca-
dear o processo de conidiogénese ou esporulagio submersa mais precocemente. A produgio
maxima foi em torno de 6 x 10° conidios submersos mL'em 84 h de cultivo e essas células
apresentaram alto teor de trealose na sua massa seca, o que lhes conferiu uma maior tolerdncia
a dessecacio (Jin et al., 1991; Harman et al., 1991).

Em seguida, Jin et al. (1996) produziram conidios submersos de T harzianum (cepa T-22)
em meio modificado de RM8 adicionado de 9% de glicerol em um fermentador de bancada
(1,5L) a 32 °C com 50% de saturagio de ar e agitacio mecanica de 1000 rpm, cujo resultado
revelou uma concentracio final de 1,1 x 10" conidios submersos g de biomassa seca (conidios
+ micélio) em 68 h de cultivo, apos inoculagio do meio com pré-cultura liquida de 2 dias de
idade. Novamente, esses conidios foram tolerantes 4 dessecagio em funcio da alta pressio os-
motica gerada pelo glicerol no meio de cultivo, conferindo as células esta qualidade fenotipica.
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Em estudo realizado por Sriram et al. (2011), notou-se que a adigio de glicerol a0 meio
liquido de produgio de conidios submersos de T harzianum conferiu um tempo de prateleira
prolongado por até 12 meses sob armazenamento a temperatura ambiente com variagio de
23229 °C, 0 que ¢ uma caracteristica extremamente desejavel em um bioproduto comercial.
Outros trabalhos prévios que reportam esfor¢os em otimizar a producio de conidios sub-
mersos de Trichoderma spp. ndo tiveram tanto sucesso, pois os rendimentos obtidos ficaram
na faixa de 4,1 29,2 x 107 conidios submersos mL" com até 3 dias de cultivo (Jakubikova et
al,, 2006; Syahiddin, 2007). Entretanto, as exigéncias nutricionais e ambientais requeridas ao
crescimento em fermentagio liquida podem variar consideravelmente entre espécies e cepas de
Trichoderma, o que implica em estudos de otimizagio caso a caso.

Um dos trabalhos que, recentemente, foi considerado um divisor de 4guas na historia da
producio massal de Trichoderma spp. resgatou e aperfeicoou o método de fermentagdo liquida
submersa para manipular as condicdes nutricionais e ambientais durante o crescimento deste
fungo, de forma a produzir propagulos usando um meio de baixo custo e com alta eficiéncia
no processo, menor dependéncia de mio de obra e proporcionando uniformidade e quali-
dade a0 produto final mediante controle mais rigoroso dos parimetros fermentativos. Este
trabalho, de cunho disruptivo, foi concretizado por meio de uma parceria entre um grupo de
pesquisadores brasileiros e outro de pesquisadores norte-americanos do Departamento de Agri-
cultura dos Estados Unidos (USDA) de Peoria, Illinois, cujos resultados renderam um artigo
e uma patente onde descrevem a composi¢io e o processo producio via fermentagio liquida
submersa de um propagulo de resisténcia de Trichoderma denominado microesclerdio (Ko-
bori et al., 2015; Jackson et al., 2015 patente). Na natureza, nio ha relatos sobre a formagio de
microesclerodios por Trichoderma até o presente momento, o que torna esta estrutura fungica
singular ao seu desenvolvimento induzido somente meio liquido artificial. No entanto, nio
¢ possivel descartar a hipotese de que Trichoderma possa formar esta estrutura de resisténcia
nos seus mais variados nichos ecologicos. Por definiio, microesclerddio é considerado uma
estrutura pluricelular formado por células do pseudoparénquima e geralmente acompanhadas
de pigmentacio mais escura, ou simplesmente é formado por agregados de hifas compactadas
com deposicio de quitina e pigmentos durante sua maturagio fisiologica, tornando-se uma es-
trutura densa e melanizada, semelhante a esclerodios de fungos fitopatogénicos, porém numa
escala micrometrica variando de 50 a 500 pm em tamanho (Jackson; Payne, 2016).

Geralmente, os fungos filamentosos, em especial aqueles com agio fitopatogénica, for-
mam microesclerddios para superar e sobreviver a condigdes nutricionais e ambientais desfa-
voraveis, oferecendo uma vantagem adaptativa. A descoberta da formacio de microesclerodios
em espécies de Trichoderma spp. abre uma nova abordagem ao desenvolvimento de produtos
mais persistentes no campo para aplicagio via tratamento de sementes ou diretamente no
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solo. Nio obstante, ha ainda caréncia de estudos comparando a bioeficicia e persisténcia entre
microesclerodios e conidios aéreos em condi¢des de campo.

O processo de fermentagio liquido submerso desenvolvido para Trichoderma spp. visa
produzir rapidamente e de forma economica propagulos estaveis denominados microesclerd-
dios para uso em controle de doengas de plantas e promogio do crescimento vegetal. Usando
a fermentacio liquida e condiges nutricionais e ambientais apropriadas ao crescimento de
Trichoderma spp. em biorreatores de 5 até 100 L de capacidade, for possivel otimizar sua
producio chegando a rendimentos simultineos de 5-10 x 10° microesclerodios L' e 1-2 x 10
conidios submersos L em apenas 3 dias de cultivo, com uso de pré-culturas liquidas de 3 dias
de idade para inoculagio (Figura 4).

2) Fermentagédo das culturas em frascos agitados

1) Cultura-estoque (inéculo)

BELLCO
250m ¥

3) Fermentag&@o em biorreator
4) Fermentagdo em biorreator de bancada de 3 ou 5 Litros

piloto de 100 ou 200 Litros

Figura 4. Sequéncia da produgio de biomassa de Trichoderma spp. por fermentagio liquida submersa
¢ 0 processo de escalonamento em biorreatores com agitacio mecnica.

Fonte: Nilce Naomi Kobori; Gabriel Moura Mascarin.

O custo do meio liquido para atingir esses rendimentos de producio foi estimado em
menos de 20 centavos de dolar norte-americano (Tabela 3).



268 Trichoderma: uso na agricultura

Tabela 3. Resultados e custo de producio de microesclerodios de Trichoderma harzianum (cepa T-22)
em fermentagdo liquida submersa usando um biorreator com agitagio mecinica.

Atributos Resultados
Custo do meio liquido de produgio <US$0,20 L*
Tempo curto de fermentagio 34 dias
Altos rendimentos de microesclerddios (MS) 1 x 10°MS L', biomassa seca 30 g L
Tolerancia a dessecacio 90-100% apos 24 horas de incubagio
Excelente vida-de-prateleira Minimo de 12 meses a 4 °C e minimo de 6 meses a 28 °C.
Eficacia de biocontrole Excelente - conidios oriundos dos microesclerddios sio

produzidos no proprio local em que sio aplicados.

Fonte: Patente US9642372B2 - Jackson, Mascarin e Kobori, 2015.

Kobori et al. (2015) testaram diferentes concentragdes de carbono total e variagdes da
razio C:N em meios de cultivo. Os resultados revelaram que nos meios com menor razio
C:N e baixo teor de carbono no meio (8 g L"), ou seja meios pobres em nitrogénio e carbono,
houve sempre uma maior producio de conidios submersos, cujo inicio da formacio dessas
células se dava geralmente no inicio do cultivo entre 24 a 36 horas. Ao contrario desta ten-
déncia, meios com maiores razdes C:N e maior teor de carbono (36 g L") produziram tanto
microesclerodios quanto conidios submersos, porém em meios com razio C:N menores (30:1
¢ 10:1) induziram somente a formagdo de microesclerddios em quantidades consideravelmente
elevadas (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia das variveis concentragio de glicose (g L*), acidos casaminos (g L?), carbono
total (g L) e razio C:N na produgio de microesclerddios e conidios submersos de Trichoderma
harzianum (cepa T-22) apds 4 dias de cultivo liquido submerso em frascos agitados a 300 rpm e a 28
C com escotofase total.

Meio  Glicose  Acidos casami-  Carbono ~ Razio  Conidio submer-  Microescle Conidios produzidos em
liquido (gL nos (g L") (gL CN so (x10° L") rodios (x10°L")  granulos de MS (x10" g)
1 10 10 8 10: 1 2540 0bf -
2 16,6 34 8 30:1 32,1 ab 0b
3 18 2 8 50:1 158¢ 0b
4 45 45 36 10: 1 0d 83a 1,52 a
5 75 15 36 30:1 0d 333a L12b
6 81 9 36 50:1 499a 258a 0,99 ¢

Fonte: Kobori et al. (2015). ‘Medias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey-Kramer teste, /X 0,05).



Producio industrial de Trichoderma 269

Um fator de grande relevincia para a indstria de biopesticidas é se os propagulos
produzidos na fermentacio liquida ou solida de Trichoderma spp. sio passiveis de secagem e
estabilizacio para dar subsidio a formulagdo de um produto solido com tempo de prateleira
desejavel de no minimo 6 meses & temperatura ambiente (25-30 °C). Nesse contexto, outro
resultado interessante gerado com essa pesquisa (Jackson et al, 2015 patente; Nilce N.
Kobori, dados ndo publicados) foi a notavel capacidade de esses propagulos submersos de
Trichoderma se mostrarem recalcitrantes ao processo de secagem, necessario  obtencio de
uma formulacio solida para posterior aplicagio no solo ou em sementes. Uma das vantagens
dos microesclerodios é que estes sdo estruturas de resiliéncia com reserva nutricional suficiente
para iniciar a germinacio e producio in situ de uma grande quantidade de conidios aéreos, o
que contribui para criar uma alta densidade de indculo do fungo no solo ou na rizosfera das
plantas tratadas.

A Figura 5 ilustra o processo de secagem via aeragio forcada em cabine hermética com
duracio de até 16 horas (secagem lenta) e secagem e recobrimento simultaneamente de semen-
tes com microesclerddios e conidios submersos via leito fluidizado, mostrando subsequente-
mente a viabilidade tanto do fungo quanto das sementes ap0s reidratagio em meio agar-agua
(Nilce N. Kobori, dados nio publicados). Os microesclerddios secos na forma de granulos,
quando reidratados adequadamente, sio capazes de germinar em menos de 24 horas e, sub-
sequentemente, produzem uma grande quantidade de conidios usando suas proprias reservas
nutricionais (detalhe na Figura 5B).

Na Tabela 4, apos secagem lenta de microesclerodios formulados com terra diatomacea a
7,5% peso/volume (p/v), observa-se uma elevada producio de conidios a partir dos granulos
sob reidratacio durante 7 dias em meio agar-dgua. Essa concentracio na magnitude de 10
conidios por grama de granulos de microesclerddios de Trichoderma é muitas vezes superior
as concentragdes de conidios aéreos declaradas em rotulos de produtos comerciais registrados
1o Brasil.

No quesito armazenamento, formulagdes secas compostas por grinulos de microesclero-
dios de Trichoderma se mantiveram viaveis por um periodo superior a 12 meses sob arma-
zenamento a 4 °C, e foram capazes de aumentar a germinacio e sobrevivéncia de plantulas
de meldo expostas ao inoculo do patégeno Rhizoctonia solani, fungo causador da doenca
damping-off em inimeras espécies vegetais (Kobori et al., 2015; Jackson et al., 2015 patente).

O processo de fermentacdo liquida submersa descrito por Kobori et al. (2015) e patenteada
por Jackson et al. (2015) teve por objetivo aumentar a eficiéncia, qualidade e reduzir os custos
de producio em larga escala de microesclerodios e conidios submersos de Trichoderma, atre-
lado a baixa contaminagio e alto rendimento de biomassa final. Além disso, a fermentacio
submersa ¢ totalmente compativel aos equipamentos de processamento pos-produgio para
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Fotos: Nilce Naomi Kobori; Gabriel Moura Mascarin.

Figura 5. Métodos de secagem de microesclerddios e conidios submersos de Trichoderma apos produ-
¢do por fermentacdo liquida submersa. A) Secagem lenta em cimara com aeraio forcada. B) Teste de
viabilidade e produgdo de conidios pelos grinulos de microesclerédios formulados com inerte argilo-
mineral, apds 7 dias sob reidratagio em meio agar-dgua (2% m/v (massa/volume)). C) Leito fluidizado
de bancada para testes em escala piloto com controle de vazio de atomizacio da calda fermentada
contendo microesclerddios e/ou conidios submersos de Trichoderma sp. e controle da temperatura de
secagem. D) Detalhe do tratamento via recobrimento de sementes de trigo usando o leito fluidizado
de bancada (fotos 4 esquerda) e, em seguida na foto 4 direita, detalhe da germinacio das sementes
acompanhada do crescimento e proliferacio de Trichoderma sp. em meio agar-dgua.

beneficiamento, extracio, secagem e formulacio de Trichoderma spp., uma vez que usa os
mesmos equipamentos da industria de fermentacio liquida de outros microrganismos.

Uma questio importante concerne 4 decisio de qual tipo de propagulo se pretende utilizar
no biocontrole de fitopatogenos, o que dependera também a forma de aplicagio e sistema de
producio da cultura de interesse. Entre clamidosporos, conidios e microesclerodios, os dois
ultimos tém a capacidade de germinar em menos de 24 horas, logo esses propagulos sio mais
rapidos do que clamiddsporos. Além disso, tanto conidios submersos quanto microesclerd-
dios produzidos em meio liquido sio mais facilmente coletados para fins de processamento
em formulacdes solidas ou liquidas. Entretanto, microesclerddios estabilizados em matrizes
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inorganicas, como terra diatomacea, na forma de grinulos secos (< 5% umidade final) tém
proporcionado uma excelente vida de prateleira tanto em temperatura ambiente (minimo de
6 meses) ou sob refrigeragio a 4 °C (minimo de 12 meses) (Jackson et al., 2015 patente; Kobori
et al,, 2015).

A avaliagio da sobrevivéncia desses microesclerodios em formulagio granular é realizada
mediante teste de germinacio vegetativa (miceliogénica) seguida da producio de conidios
(germinacio esporogénica) por estas estruturas apos reidratagio por um periodo entre 7 a 10
dias a 28°C em meio agar-agua (2% p/v) (Kobori et al., 2015). Em estudos ndo publicados,
Kobori e colaboradores também verificaram que é possivel realizar secagem rapida utilizando
a técnica de atomizacio ou do inglés spray drying tanto de conidios submersos quanto de
microesclerodios produzidos em meio liquido. Esses mesmos autores também conseguiram
concentragdes de até 2 x 10" conidios submersos L™ e 5 x 10" microesclerodios L' em apenas 3
dias de fermentacio liquida em biorreator de bancada de 5 L com adequada aeragio e agitacio
(Kobori et al., em preparagdo). Uma patente de Israel de 1989 também relata uma produgio de
no maximo 5 x 10" conidios submersos L de T harzianum apos 60 h de cultivos submersos
em biorreatores de 500 L sob constante iluminagdo, temperatura entre 25 e 30°C e pH inicial
entre 5,8 e 7, utilizando uma composi¢io de meio com fontes de carbono e nitrogénio com-
plexas e de baixo custo (Tabachnik, 1989 - Patente US4837155A).

A desvantagem da fermentacio liquida é o investimento inicial na compra de biorreatores
sofisticados que permitem um controle sistematico dos pardmetros fermentativos; todavia
este custo € diluido ou amortizado com o tempo de uso do equipamento e com as vantagens
inerentes a0 processo que traz economicidade, uniformidade entre lotes, rapidez e automacio,
aliados 4 facilidade de escalonamento industrial para fins de formulagio e empacotamento.

Finalmente, vale salientar que a fermentagdo liquida submersa ¢ um processo moderno
e robusto, o qual continuara se aperfeigoando nos mais variados sistemas de producio de
microrganismos benéficos aplicados na agricultura. Devido s intmeras vantagens em
custo operacional, versatilidade em produzir rapidamente diferentes estruturas fungicas
de Trichoderma, somada a facilidade de automacio e escalabilidade gerando vantagens
competitivas em relagio a fermentagio solida-estatica, é indubitavel e inevitavel que haja uma
tendéncia de as empresas de biopesticidas migrarem ou investirem nesta tecnologia a curto e
médio prazo. A uniformidade e qualidade do produto final com atraente custo-beneficio sio
inerentes a este bioprocesso e contribuira com a expansio da adogdo de Trichoderma e outros
fungos beneéficos na agricultura brasileira.
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Consideragoes Finais

Dentre os fungo as espécies de Trichoderma spp. sio mais utilizadas comercialmente no
Brasil (mais de 5 milhdes de hectares tratados) com varias biofabricas produzindo dezenas de
toneladas por semana de esporos deste fungo crescidos em grios de cereais por fermentacio
em estado solido, € seguro afirmar que existe uma oportunidade incrivel de adotar esta tec-
nologia para desenvolver novas formulagdes comerciais a base de seus propagulos submersos.

No geral, existe uma ampla caréncia envolvendo pesquisa em tecnologia de producio
massal de Trichoderma por fermentagio liquida submersa, bem como de outros fungos fila-
mentosos benéficos que sdo utilizados como biocontroladores de pragas e doencas de plantas
no Brasil. As perspectivas esperadas com os avancos nestes estudos em parceria com o setor
privado, composto pelas industrias de biopesticidas microbianos, é a expansio e consolidagio
das tecnologias de fermentacio para Trichoderma spp.

No aspecto biotecnoldgico, formulagdes de biopesticidas devem visar a competitividade
econdmica frente aos produtos quimicos, o que esta diretamente relacionado com a eficiéncia
do processo produtivo, a otimizagio e utilizagio de matérias-primas de qualidade e com prego
acessivel. Alem disso, a protecio e manutengio da viabilidade do principio ativo visando a
persisténcia e d eficacia em campo. Outro aspecto relevante de bioformulacdes € a especificida-
de dos microrganismos que, na visdo ambiental, de saide do trabalhador e ainda nio residual
a0 consumidor, ¢ extremamente favoravel.
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Controle de qualidade de produtos
biolbgicos a base de Trichoderma
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Introducio

Trichoderma € o fungo mais estudado e utilizado como agente de biocontrole, principal-
mente, de fitopatdgenos habitantes do solo, e, mais recentemente, como bioestimulante na
promocio de crescimento de plantas e aumento de produtividade (Woo et al., 2014). Como
fungos de vida livre, comumente encontrados no solo e associados ao ecossistema radicular,
possuem estilo de vida versatil (Druzhinina et al., 2011; Carreras-Villasefior et al., 2012).

O micoparasitismo, a competicio, a antibiose e a inducio de respostas de defesa da planta
s40 0s principais mecanismos de agio de Trichoderma no controle de fitopatogenos (Carreras-
Villasen et al., 2012). Como bioestimulante, linhagens de Trichoderma competentes na colo-
nizacio do sistema radicular, afetam diretamente a promogdo de crescimento e aumento da
produtividade de plantas. Esses efeitos, mediados por Trichoderma, estio baseados na modifi-
cacdo da arquitetura do sistema radicular; na solubilizacio, disponibilizagio e uso eficiente de
nutrientes; no aumento da porcentagem e taxa de germinagio de sementes e no estimulo das
defesas das plantas contra danos bioticos e abioticos (Contreras-Cornejo et al., 2009; Hermosa
et al., 2012; Samoslki et al., 2012).

Trichoderma spp. sio caracterizadas pelo rapido crescimento e producio de conidios
de tonalidades da cor verde em conidioforos ramificados. A sobrevivéncia e dispersio de
Trichoderma envolve diversos mecanismos. A produgio de conidios, desenvolvimento assexual,
¢ favorecida pela luz e injarias mecanicas, influenciada diretamente pelas condicdes ambientes
de crescimento, tais como disponibilidade de nutrientes e pH (Carreras-Villasen et al.,, 2012).
Tambeém, ha isolados que produzem microesclerddios em determinadas condigdes (Kobort et
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al,, 2015).

A maioria dos produtos comerciais 4 base de Trichoderma é produzida por meio da fer-
mentagdo em estado solido, na qual o fungo produz conidios aéreos, os quais sio extraidos e
formulados (Bettiol, 2011; Woo et al., 2014). Por outro lado, pesquisas sio desenvolvidas com
fermentacio liquida submersa para producio de conidios e microesclerodios, sem todavia
resultados, até o momento, que possam ser comparaveis com a produgdo em estado solido
(Papavizas et al,, 1984; Harman et al., 1991; Kobori et al., 2015; Locatelli et al., 2017). Os
conidios e os microesclerodios sio estruturas que possuem maior resisténcia as condicdes ad-
versas. Desta forma, estas estruturas podem ser utilizadas como ingrediente ativo de produtos
bioldgicos a base de Trichoderma.

No mercado brasileiro, os produtos biologicos a base de Trichoderma sio comercializados
em diferentes formulagdes, como por exemplo granulo dispersivel em agua, suspensio con-
centrada, pé-molhavel e concentrado emulsionavel e gel emulsionavel. Na bula dos produtos
formulados registrados € informada a concentracio de propagulos do fungo, que consiste
no ingrediente ativo. As unidades de medida utilizadas para indicar a concentracio nio sio
padronizadas. Ha produtos registrados considerando a concentracio de conidios e ou esporos
viaveis e unidades formadoras de colénia. Além disto, as metodologias de anlise de con-
formidade e controle de qualidade de produtos biolégicos ndo sio padronizadas para todos
os antagonistas. Este panorama dificulta a anlise adequada da qualidade dos produtos, a
comparagdo de resultados, a realizacio de testes e a emissio de laudos no processo de registro
(Teixeira et al., 2010).

Em 2008, considerando os problemas existentes com a qualidade dos produtos contendo
agentes de biocontrole comercializados, bem como a inexisténcia, no Brasil, de metodologias
padronizadas, foi formada uma rede de pesquisa denominada Projeto Qualibio (“Desenvolvi-
mento de metodologia analitica e amostral para avaliacio de conformidade e da inocuidade
de produtos comerciais formulados 4 base de agentes microbianos”), a qual desenvolveu me-
todologias para avaliar a conformidade e qualidade de produtos comerciais formulados a base
de agentes microbianos para o controle de doencas de plantas. O projeto foi financiando pelo
edital MCT/CNPqg/Mapa/DAS n° 64/2008; com a participagio da Embrapa Meio Ambiente,
Embrapa Arroz e Feijio, Instituto Biologico de Sio Paulo, Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais, Universidade Federal de Pelotas e Comissio Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC/CEFET).

As metodologias desenvolvidas no dmbito do Projeto Qualibio ndo foram oficializadas
pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento - Mapa, mas sdo utilizadas
por, praticamente, todas as empresas, laboratorios e instituicio de pesquisa para avaliar a
conformidade e a qualidade de produtos comerciais formulados a base de agentes microbianos
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para o controle de doencas de plantas, bem como pesquisas na area. As metodologias
foram desenvolvidas para produtos a base de fungos do género Trichoderma e bactérias do
género Bacillus. Porém, as metodologias desenvolvidas podem também ser utilizadas para
outros microrganismos antagonistas, como Clonostachys rosea, Pochonia clamydosporia,
Purpureocillium lilacinum entre outros e, também para outras bactérias, desde que consideradas
as especificidades de cada espécie.

O controle de qualidade em todas as etapas da cadeia de producio de um agente de
biocontrole é extremamente importante para que produtos de reconhecida qualidade sejam
disponibilizados no mercado e, desta forma, manter a confianga dos agricultores sobre a
eficicia dos bioprodutos. Consequentemente, contribuira para ampliar o mercado de agentes
de biocontrole para o manejo integrado de doencas e pragas de plantas.

Descrigio das metodologias

No Projeto Qualibio foram desenvolvidas as metodologias para a determinagio do nu-
mero total de conidios, da porcentagem de conidios viaveis e do niimero das unidades for-
madoras de col6nias (UFC) para produtos formulados 4 base de Trichoderma spp. (Bettiol et
al,, 2016).

A metodologia desenvolvida para a determinagio do nimero total de conidios informa
a quantidade de conidios na amostra, porém, ndo avalia a viabilidade dos conidios. Assim,
¢ complementada com a metodologia desenvolvida para a determinagio da porcentagem de
conidios viaveis, a qual informa a porcentagem de conidios vidveis na amostra, bem como
0 seu vigor baseado no tempo de germinago. Finalmente, a metodologia desenvolvida para
a determinagio do nimero de unidades formadoras de colonias informa a quantidade de
estruturas presentes no bioproduto que sio capazes de dar origem a uma col6nia do fungo em
meio de cultura, £ importante considerar que uma colénia do fungo pode ser originada de um
conidio, de um aglomerado de conidios, de fragmentos de hifas e outras estruturas do fungo.
Assim, a realizagio dessas analises sdo complementares, mas consideramos que a determinagio
das unidades formadoras de colonias é sempre a mais relevante e realista para os agricultores.

As metodologias, apesar de simples, devem ser executadas por profissionais qualificados.
Assim, os resultados obtidos serdo precisos. Além disso, os equipamentos utilizados devem ser
sempre calibrados e estarem em perfeitas condigdes de uso.

A seguir serdo descritas detalhadamente essas trés metodologias, sempre lembrando que
sio complementares.
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Protocolo da metodologia 1:
determinagio do nimero total de conidios na amostra

Equipamentos e vidrarias necessarios para a realizagio da metodologia

Frascos com capacidade para 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampas para tubo
de ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanga; agitador tipo vortex (de tubo de
ensaio); banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora; micropipeta (10 mL e
1.000 uL); ponteiras esterilizadas para micropipetas (10 mL e 1.000 pL); cimara de Neubauer
(hemacitémetro); microscpio Optico; contador manual de conidios; agitador magnético; bar-
ra magnetica.

Solugio

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.

Procedimento

1. As amostras devem ser colocadas 4 temperatura ambiente por 30 a 40 minutos antes do
inicio da analise, principalmente as originrias de formulacio com base em 6leo emulsionavel.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e acrescentar 90 g de solugio
salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 107). Devem ser realizadas duas pesagens para cada
amostra e uma série de diluicio para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser realizada 10
minutos apos a colocacio de agua na primeira amostra para obter o mesmo tempo de hidratacio.

3. Colocar o frasco com a suspensdo em agitador orbital ou mesa agitadora por 60 minu-
tos a, pelo menos, 120 rpm.

4. Colocar o frasco com a suspensio em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (10"), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
solucdo salina (corresponde & diluicio 107). Descartar a ponteira em seguida.
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7. Homogeneizar o contetdo da diluicio 10? em agitador tipo vortex, colocando e tiran-
do trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em cada
uma das passagens.

8. Para obter a diluicio 107 repetir os itens 6 e 7 (diluicdo seriada), utilizando o tubo da
diluigio anterior (10?). Considerando as informacdes sobre a concentracio contida no rétulo
do produto, se necessario dar continuidade 4 diluicio seriada até a diluicio apropriada. Pro-
ceder assim repetidamente até alcangar a diluicio apropriada (normalmente 10° ou 10*). Para
cada diluicdo devesse trocar a ponteira da micropipeta.

9. Misturar o contetido do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador tipo
vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbilhona-
mento total.

10. Retirar imediatamente apos a agitacio uma aliquota representativa da suspensio com
auxilio de uma micropipeta de 1.000 pL.

11. Colocar cuidadosamente a suspensdo na canaleta da cimara de Neubauer, ja coberta
com a laminula, até o preenchimento de todo o espaco existente entre a laminula e a cimara
de Neubauer.

12. Antes de iniciar a contagem, deixar a cdmara de Neubauer, com a suspensio de coni-
dios, em repouso por 5 minutos, para que os conidios precipitem, facilitando a contagem e
reduzindo erros.

13. Realizar a contagem de conidios a0 microscopio Optico, no aumento de 250X ou
400X, nos campos 1 e 2 da cimara de Neubauer (Figura 1), nos cinco quadrados (subcompar-
timentos) como demarcados na Figura 2, totalizando cinco contagens por campo da cimara
de Neubauer (E1, E2, E3, E4 e E5). Observagio: Muitos conidios ficam exatamente sobre
as linhas de demarcagio internas dos subcompartimentos. Recomenda-se contar apenas os
conidios que estiverem nas linhas da esquerda e superior do mesmo campo da observacio para
evitar que eles sejam contados duas vezes.

Foto: Zayame Vegette Pinto

Figura 1. Localizacio dos campos 1 e 2 na cimara de Neubauer.
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_ Fonte: Zayame Vegette Pinto.
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Figura 2. Area dentro dos subcompartimentos vermelhos para a realizagio da contagem de conidios
-E1,E2, E3, E4 e E5.

Calculo do niimero de conidios

Para determinar o nimero de conidios, utilizar a formula: Namero de conidios/mL={|(-
Campo 1 + Campo 2)/2] x 2,5 x 10°}, sendo que: Campo 1=(EI+E2+E3+E4+E5)/5 e Campo
2=(EI+E2+E3+E4+E5)/5. Quando utilizada a diluicio 10°, multiplica-se o resultado do niime-
ro de conidios/mL por 10° e quando utilizada a diluicio 10*, multiplica-se o resultado por 10°.

Observagio: foi desenvolvido, no dmbito do projeto Qualibio, o software CALIBRA que
esta disponivel para copia do site da Embrapa Meio Ambiente. Este software realiza calculos e
armazena as informagdes para a emissdo de laudos. A sugestio é que o CALIBRA seja sempre
utilizado para uma maior facilidade e precisio das analises.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto, sendo que de cada pesagem deve ser realizada
uma série de diluicio seriada. Na segunda pesagem a solucio salina deve ser colocada 10 minu-
tos apos ao da primeira pesagem para evitar a diferenca na hidratacio dos conidios. A diluigio
selecionada, geralmente 10° e 10, deve ser colocada na cimara de Neubauer para a realizacio
da contagem do numero total de conidios presentes na amostra (Figura 3).
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Produto
I
Pesagem 1 Pesagem 2
I I
Diluicio 1 Diluigdo 2
Campo1l Campo2 Campo1 Campo2

I | | I
1 1 E1l E1l
;o .
E3 E3 :Ig :lg
| | | |
E4 E4 E4 E4
1 | 1 |
E5 ES E5 ES

Repeticdo 1 Repeticdo 2

Figura 3. Esquema das repeti¢des utilizadas na metodologia para analise da qualidade - niimero total
de conidios contidos na amostra.

Protocolo da metodologia 2:
determinagio do nimero de conidios viiveis na amostra

Equipamentos e vidrarias

Frascos com capacidade para 100 mL, 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampa para
tubo de ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanca; agitador tipo vortex (de
tubo de ensaio); banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco;
incubadora operando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta para volume de 10 mL, 15 uL e 1.000 uL;
ponteiras esterilizadas para micropipeta (10 mL, 15 uL e 1.000 uL); placas de Petri esteriliza-
das; agitador magnético; barra magnética esterilizada.

Solucoes

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.
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Azul de lactofenol

Ingredientes: fenol: 20 g; acido latico: 20 g; agua destilada: 20 g; glicerol: 40 g azul de
metila (ou azul de algodio ou azul de Trypan): 0,1 g.

Preparo: adicionar os ingredientes em um frasco e homogeneizar durante 5 minutos em
agitador magnético dentro de capela de exaustio de gases. Utilizar os EPIs adequados. Outra
op¢io ¢ adquirir o produto pronto no mercado.

Meio de cultura

Meio de batata dextrose agar (BDA)

Ingredientes: meio de batata-dextrose-agar comercial: recomendagio do fabricante; agua
destilada: 1.000 mL.

Preparo: em frascos misturar a agua destilada a0 meio BDA e autoclavar a 121 °C a [ atm
por 20 minutos. Verter, aproximadamente, 10 mL do meio por placa descartavel esterilizada.
Depois de solidificado o meio, as placas devem ser invertidas e incubadas a 25 £ 2 °C por uma
noite para secar e para avaliar a condigio de esterilidade do meio. As placas preparadas com
BDA podem ser estocadas em local escuro e sob refrigeragio (2-8 °C) por sete dias. Observacio:
todas as vidrarias e solucdes devem ser esterilizadas em autoclave antes de serem utilizadas.

Procedimento

1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente por 30 a 40
minutos antes do inicio da analise, principalmente as originarias de formulagio com base em
6leo emulsionavel.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e acrescentar 90 g de solucio
salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 107). Devem ser realizadas duas pesagens para
cada amostra e uma serie de diluicio para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser realizada
10 minutos apos a colocacdo de agua na primeira amostra para obter o mesmo de hidratacio.

3. Colocar o frasco com a suspensdo em agitador orbital ou mesa agitadora por 60 minu-
tos a, pelo menos, 120 rpm.

4. Colocar o frasco com a suspensio em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (107), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
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solucio salina (corresponde 4 diluicio 10%). Descartar a ponteira em seguida.

7. Homogeneizar o contetdo da diluicio 10% em agitador tipo vortex (de tubo de ensaio),
colocando e tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da
suspensdo, em cada uma das passagens.

8. Para obter a diluigio 107 repetir os itens 6 e 7 (diluicdo seriada), utilizando o tubo da
dilui¢do anterior (10%). Considerando as informagdes sobre a concentracio contida no rotulo
do produto, se necessario dar continuidade a diluicio seriada até a diluicdo apropriada. Pro-
ceder assim repetidamente até alcangar a diluicio apropriada (normalmente 10° ou 10*). Para
cada diluigio devesse trocar a ponteira da micropipeta.

9. Misturar o contetido do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador tipo
vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbilhona-
mento total.

10. Pipetar imediatamente apos a agitagio em aparelho tipo vortex, cinco aliquotas de 15
UL de duas das diluiges apropriadas (em geral sio as de 10° e/ou 107), e transferir imedia-
tamente para placas de Petri contendo meio BDA em cinco pontos previamente definidos e
demarcados (Figura 4a). Repetir este passo para mais uma placa.

11. Transferir e incubar as placas para BOD a 25 + 2 °C, no escuro.

12. Apos 9 horas de incubagio, verificar a germinagio dos conidios a cada duas horas,
até 20 h ap6s o plaqueamento em fungio do produto (o momento considerado ideal variara
de acordo com as caracteristicas da espécie, da cepa e da formulacio do produto. Entretanto,
em media sdo necessarias 16 horas). Neste momento, colocar uma gota de azul de lactofenol
(8 uL) em cada ponto (local onde foi colocada a diluicio apropriada) com a suspensio (cinco
pontos por placa) (Figura 4B).

Fotos: Zayame Vegette Pinto

Figura 4. Placa de Petri com meio BDA com as marcagdes nos locais onde serdo colocados os 15 uL
da suspensdo para anlise da viabilidade (A). Gotas com lactofenol apos 16 horas de incubacio (B).
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13. Contar o numero de conidios viaveis, germinados e ativos ndo germinados, e nio
vidveis (ndo germinados), conforme Figura 5, nos cinco pontos usando microscopio optico no
aumento de 200X a 400X. Para maior confiabilidade, deve-se contar pelo menos 100 conidios
por area delimitada. Calcular a taxa média de viabilidade utilizando a formula:

Viabilidade (%) = (média do numero de conidios vidveis das pesagens/total
de conidios) X 100
Deve ser realizado o calculo para cada gota de cada diluigio das duas pesagens,
separadamente. Posteriormente, obter a média aritmética para cada pesagem.

Fotos: Zayame Vegette Pinto

Figura 5. Aspecto a0 microscopio dptico: do inerte usado na formulacio, dos conidios viaveis, ger-
minados e ativos, e ndo germinados de Trichoderma sp.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 2), sendo que de cada pesagem deve ser
realizada uma série de diluicio seriada (itens 6, 7 ¢ 8). Na segunda pesagem a solucio salina
deve ser colocada 10 minutos apds ao da primeira pesagem para evitar a diferenca na hidra-
tagdo dos conidios. Da diluicio selecionada, deve-se colocar cinco gotas por placa em duas
placas diferentes (Figura 6).
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Produto
Pesagem 1 Pesagem 2
| |
Diluigdo 1 Diluicio 2
5 gotas de 5 gotas de
15puL da 15pL da
suspensdo suspensdo

Figura 6. Esquema das repeticdes utilizadas na metodologia para analise da qualidade - via-

bilidade de conidios.

Metodologia 3:
determinagio do namero de unidades formadoras de colonias na amostra

Equipamentos e vidrarias

Frasco com capacidade para 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampa para tubo de en-
salo; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanca; agitador tipo vortex (de tubo de ensaio);
banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco; incubadora ope-
rando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta para volume de 10 mL, 20 uL, 100 uL e 1.000 uL; pon-
teiras estereis para micropipeta (10 mL, 20 uL, 100 pL e 1.000 pL); placas de Petri descartavel
esterilizada; alca de Drigalski esterilizada; agitador magnético; barra magnética estabilizada;
microscopio 6ptico; limina de microscopia e fita adesiva transparente.

Solugio

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.

Meio de cultura
Meio de batata dextrose agar (BDA +T). Ingredientes: meio de batata dextrose agar
comercial: recomendacio do fabricante, 1 mL de Triton X-100 e agua destilada: 1.000 mL.



286 Trichoderma: uso na agricultura

Preparo: 0 modo de preparo do meio deve seguir a recomendagio do fabricante. Em frascos
misturar a agua destilada e Triton X-100 (redutor de colonia) a0 meio de batata dextrose agar e
autoclavar a 121 °C a 1 atm por 20 minutos. Verter aproximadamente de 15 mL a 20 mL por
placa descartavel esterilizada. Depois de solidificado o meio, as placas devem ser invertidas e
incubadas a 25 £ 2 °C por uma noite para secar e para avaliar a condicdo de esterilidade do
meio. As placas preparadas com BDA+T podem ser estocadas em local escuro e sob refrigera-
¢a0 (28 °C) por sete dias. Observacio: todas as vidrarias e solucdes devem ser esterilizadas em
autoclave antes de serem utilizadas.

Procedimento

Teste de microgotas:

1.1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente por 30 a
40 minutos antes do inicio da analise, principalmente as originarias de formulacio com base
em Oleo emulsionavel.

1.2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e completar com 90 g da
solucio salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 10"). Devem ser realizadas duas pesagens
para cada amostra e duas séries de diluicGes para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser
realizada 10 minutos apos a colocacio de dgua na primeira amostra para obter o mesmo
tempo de hidratacio.

1.3. Colocar o frasco com a suspensio em agitador orbital ou mesa agitadora por 60
minutos a, pelo menos, 120 rpm.

14. Colocar o frasco com a suspensdo em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

1.5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

1.6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensio contida no frasco (10"), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
solucio salina (corresponde a diluicio 10%). Descartar a ponteira em seguida.

1.7. Homogeneizar o conteido da diluicio 10 em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens.

1.8. Para obter a diluicio 10° repetir os itens 1.6 e 1.7 (diluicdo seriada), utilizando o
tubo da dilui¢do anterior (10%). Considerando as informagdes sobre a concentracio contida
no rotulo do produto, se necessario dar continuidade a diluicio seriada até a diluicio apro-
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priada. Proceder assim repetidamente até alcangar a diluicdo apropriada (uma diluigio acima
da concentragio mencionado pelo fabricante) (Tabela 1). Para cada diluigio devesse trocar a
ponteira da micropipeta.

Tabela 1. Maximo de diluicdo seriada da amostra que deve ser realizado para obtencio da diluigio

apropriada.
Concentragio informada pelo fabricante Diluir até
10° 10°
10¢ 107
107 10°
10° 10°
10° 101°
1 010 1 0»] 1
1 Ol 1 1 0’12

1.9. Delimitar com caneta de retroprojetor na parte externa da base das placas contendo
meio BDA, dividindo-as em quatro quadrantes, conforme Figura 7.

1.10. Misturar o conteudo do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador
tipo vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbi-
lhonamento total.

1.11. Pipetar imediatamente trés aliquotas de 20 pL de cada diluigio preparada, logo em
seguida da agitacdo vigorosa em aparelho tipo vortex por trés vezes, para a superficie do meio
de BDA de cada um dos quadrantes (Figura 7). Em cada placa é possivel depositar quatro das
diluicdes da série realizada.

Foto: Zayame Vegette Pinto.

Figura 7. Aspecto das placas de Petri com meio BDA, dividida em quatro quadrantes, com trés aliquo-
tas de 20 uL de doze diluicdes da amostra do bioproduto.
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1.12. Apos o plaqueamento das aliquotas, os tubos com as diluicdes devem ser guardados
sobre refrigeracio (2 - 8 °C) por, no maximo, 48 horas para serem utilizados na determinagio
do numero de unidades formadoras de colonias.

1.13. Antes de incubar as suspensdes, esperar para que os 20 L de cada diluigio sejam
absorvidos pelo meio de cultura. Em seguida, transferir as placas para BOD, por 24 a 48 horas,
2512 °C, no escuro.

1.14. Apos dois dias, observar em quais diluigdes houve o crescimento de col6nias do
fungo e selecionar as trés ultimas diluigdes que apresentaram o crescimento do fungo nas trés
gotas, das duas pesagens realizadas, para a determinagio do nlimero de unidades formadoras
de colonias (Figura 8).

Fotos: Zayame Vegette Pinto.

Figura 8. Crescimento de Trichoderma em placa com meio BDA no testes de microgotas. A=48 h e
B=96 h de incubagio.

Determinagio do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) da amostra

2.1. Retirar os tubos de cultura com as diluicdes seriadas da refrigeragio 30 a 40 minutos
antes do inicio da anilise.

2.2. Agitar vigorosamente o conteudo dos tubos de cultura com as diluicées escolhidas em
agitador tipo vortex, colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer
o turbilhonamento.
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2.3. Transferir de cada diluicio, previamente selecionada, conforme o resultado do teste
das microgotas, com micropipeta com ponteira esterilizada, 100 UL para a superficie de cinco
placas de Petri, com meio de cultura BDA + Triton X-100. Descartar a ponteira ao final do
plaqueamento da diluigio.

24. Distribuir uniformemente sobre a superficie do meio com uma alca de Drigalski
esterilizada, imediatamente apos a transferéncia. Para cada grupo de cinco placas, de cada
diluigio, utilizar uma alca de Drigalski.

2.5. Fazer uma placa controle antes de iniciar o item 2.3, espalhando 100 uL da solucio
salina esterilizada com Tween 80 em placa contendo o meio de cultura (BDA + T), com alca
de Drigalski esterilizada.

2.6. Incubar as culturas a 25 £ 2 °C, no escuro, por 48 e/ou 72 horas.

2.7. Apbs a incubacio contar o numero de colonias crescidas (Figura 9) e verificar, de
acordo com as caracteristicas do fungo, se as colénias formadas sio realmente do Trichoderma
presente no produto bioldgico, por meio da visualizagio da colonia na placa e das estruturas
do fungo em microscopio Optico.

Fotos: Zayame Vegette Pinto.

Contaminante

Figura 9. Aspecto macroscopico das colonias de Trichoderma harzianum para a realizacio da con-
tagem das unidades formadoras de colonias (UFC): (A) crescimento de UFC em trés diluicdes; (B)
esquerda: placa com meio de cultura BDA contendo redutor de colénia e direita: placa com meio de
cultura BDA sem redutor de colénia; (C) aspecto da colénia de contaminante na placa.



290 Trichoderma: uso na agricultura

2.8. Para observar ao microscopio oOptico as estruturas do fungo, pode ser utilizada a
técnica da fita adesiva transparente. Para isso, pressionar com cuidado a parte adesiva sobre a
col6nia desenvolvida na placa de Petri com meio de cultura, retirar com cuidado e transferir
a fita com as estruturas aderidas para uma limina de microscopia, com o lado adesivo sobre a
limina. Observar as estruturas do fungo (geralmente conidioforos e conidios) a0 microscopio
optico em aumento entre 200 a 400X (Figura 10). Comparar as estruturas com figuras e des-
crigbes de publicacdes sobre o género Trichoderma.

Foto: Zayame Vegette Pinto.

Figura 10. Aspecto microscopico das estruturas de Trichoderma harzianum.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 1.2), sendo que de cada pesagem deve ser
realizada duas séries de diluicio (item 1.6). Das trés diluigdes selecionadas, devesse plaquear
cinco repeticdes por diluiio (item 2.3) (Figura 11).
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Produto
|
Pesagem 1 Pesagem 2
Diluigdo Dilui¢do Diluigdo Diluigdo
seriada 1 seriada 2 seriada 1 seriada 2
Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3
dilui¢des diluigbes diluigdes diluicdes
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Figura 11. Esquema das repeti¢des utilizadas na metodologia para anlise da qualidade - unidades

formadoras de colonias.

Determinagio do namero de unidades formadoras de colonias
Fazer a contagem do numero de colonias, por placa, no tempo de 72 e/ou 96 horas, e

determinar o niimero segundo a formula:

Numero de unidades formadoras de colénias/mL ou grama=UFC/mL ou grama= (niime-
ro meédio de col6nias nas placas X diluicio escolhida da amostra X 10.
Deve ser realizado o calculo para cada placa das duas pesagens, separadamente. Posterior-

mente, obter a média aritmetica para cada pesagem.

Etapas comuns s metodologias: armazenamento das amostras e limpeza

Logo apos as analises, as amostras deverdo ser lacradas e armazenadas conforme recomen-
dagdo do fabricante até a data de validade. O armazenamento, em condigdes adequadas, ¢
importante para caso haja necessidade de repeticio dos procedimentos. Apos este periodo ou,
se ndo houver mais interesse nas amostras, as mesmas deverio ser autoclavadas a 120 °C por 20
minutos, e em seguida descartadas. Em caso de produto comercial, ha a necessidade de atender
as normas de descarte de embalagens.

Antes e apos a realizacdo das analises ¢ fundamental a limpeza das instalagdes. Neste caso,
sugerese os procedimentos padrdes de cada instituicdo, sempre atendendo as boas praticas

laboratoriais.
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Uso da metodologia no processo produtivo

Apos a obtencio da cepa que sera registrada e comercializada, o processo produtivo possui
algumas etapas basicas que podem ser divididas em: 1* - manutengio/preservagio da matriz
(ingrediente ativo da formulacio); 2* - producio de indculo visando a producio em larga
escala; 3* - producio massal por meio da fermentacdo liquida, solida e/ou bifasica; 4* - benefi-
ciamento/formulagio; 5° - preparacio do lote e empacotamento (embalagem); 6- transporte/
comercializagdo; 7* - controle de qualidade (que permeia praticamente todas as fases; 8° - assun-
tos regulatorios; e 9°- pesquisa e desenvolvimento (Tabela 2).

As metodologias desenvolvidas no Projeto Qualibio podem ser utilizadas nas diferentes
etapas da producio de produtos a base de Trichoderma. Na produgio do indculo pode ser
utilizada a contagem de conidios visando a calibragio da suspensio que sera adicionada no
substrato para a producio massal. Na producio massal e beneficiamento podem ser utilizadas
as metodologias de contagem de conidios, viabilidade e unidades formadoras de coléonias, com
0 objetivo de monitorar o processo, detectando possiveis contaminagdes e falhas com rapidez
para adequar o ingrediente ativo de acordo com o registro. No final do processo produtivo, no
controle de qualidade, podem ser utilizadas as metodologias do niimero de conidios viaveis e
unidades formadoras de colonias com o objetivo de monitoramento para garantir a qualidade
de cada lote. Nio ha regulamentacio sobre o monitoramento dos lotes dentro do periodo de
validade. Assim, cada empresa estipula a regularidade de suas analises. Os resultados devem ser
os mesmos indicados no rotulo e em caso de nio conformidade o lote devera ser recolhido.
Todo este controle garantira a confianga dos consumidores e a seguranga junto aos 6rgios de
fiscalizacio.

Além do processo produtivo, as metodologias podem ser utilizadas na area regulatoria,
de fiscalizacio e de pesquisa e desenvolvimento. Os testes de microgota e de viabilidade de
conidios sdo de grandes utilidades para o desenvolvimento da formulacio da cepa. A conta-
gem de unidades formadoras de colonias e contagem de conidios sdo vitais para os testes de
vida de prateleira de novos produtos e para o processo de registro dos produtos nos 6rgios
competentes, entre outros.

Considerando todos estes aspectos ¢ fundamental que as empresas mantenham em seus
quadros pessoas treinadas nas metodologias, bem como instalagdes adequadas para a realiza-
¢ao dos testes de qualidade dos produtos.
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Tabela 2. Uso das metodologias de avaliacio da qualidade de produtos & base de Trichoderma no
processo produtivo.

Processo Metodologia utilizada Fungio
Preservagio/Manutengio da matriz
Produgio de indculo Contagem de conidios Calibrar indculo
Produgio massal Viabilidade dos conidios Monitorar produgio
Beneficiamento/Formulagio Contagem de conidios Monitorar producio
Viabilidade dos conidios Avaliar a concentragio do produto

Unidades formadoras de colonias

Preparacio do lote/empacotamento (embalagem)

Transporte /comercializacio

Controle de qualidade Unidades formadoras de colonias Monitorar a vida de prateleira®
Contagem de conidios
Viabilidade dos conidios

Regulatorio Unidades formadoras de colonias Registro do produto
Contagem de conidios
Viabilidade dos conidios

Pesquisa e desenvolvimento Contagem de conidios Melhorar o processo produtivo
Viabilidade dos conidios Teste de formulacio
Unidades formadoras de colonias Desenvolvimento de novos produtos

Ensaios de eficiéncia em campo para o
controle biologico de doencas e promogio de
crescimento de plantas/aumento de produtivi-

dade da cultura

*A metodologia utilizada depende do registro.

Consideracoes finais

A taxa composta anual de crescimento (CAGR) do mercado de biopesticidas, sejam os mi-
Cro ou macrorganismos, cresce em torno de 17% ao ano no Brasil e no mundo. Esse aumento
no consumo dos produtos formulados contendo agentes de biocontrole tem melhorado a
qualidade dos produtos biologicos disponiveis, aumentado a oferta de novos produtos no
mercado, estabelecido normas de registro adequadas aos produtos contendo os agentes de
biocontrole, estimulado o investimento em pesquisa e desenvolvimento, estimulado a criacio
de novas empresas no setor e também incrementada a formagio de profissionais na area. O
crescimento desta cadeia produtiva tem levado os Orgos regulatorios a compreenderem os
modos de acio dos agentes de biocontrole e com isso importantes conquistas na area regulato-
ria, como o registro por alvo bioldgico e dispensa do uso dos simbolos da caveira e das duas
tibias cruzadas em rotulo, bula e embalagem de produtos Classe Toxicoldgicas I1I e IV, vem
sendo obtidas. Também as instituigdes de pesquisa e de fomento & pesquisa estio investindo
no desenvolvimento de novas pesquisas com controle biologico. Esse maior investimento tem
levado 4 criacio de novos grupos de pesquisas na area no Brasil.
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O crescimento do setor, consequentemente, tem colaborado para estimular a integracio
do controle biologico nos sistemas de manejo de pragas e doencas de plantas, com impor-
tantes ganhos para a sociedade, pois estd conduzindo a uma redugio do uso de pesticidas
quimicos na agricultura.

O crescimento do mercado mundial para biopesticidas, sem duvida, esta relacionado ao
controle de qualidade dos produtos biologicos, pois aumenta a confianga dos agricultores em
adquirir os produtos. Também tem reduzido a oferta de produtos sem as garantias exigidas
pelos Orgos registrantes, pois sem um controle eficiente dos produtos registrados se torna
dificil a comercializagio de produtos de baixa qualidade.

A padronizagio de metodologias de analise de conformidade e controle de qualidade de
produtos biologicos pelos drgaos competentes facilitara a fiscalizaco, o registro de produtos
biolbgicos, a analise da concentracio pelos laboratorios e a comparacio dos resultados de
pesquisa na area, bem como maior entendimento dos usuarios.

Além dos testes de concentracio do ingrediente ativo dos produtos a base de agentes
de controle biologico, outros testes deverdo ser incluidos no controle de qualidade, como a
eficiéncia/estabilidade da cepa; presenca de contaminantes; e estabilidade da formulacio, entre
outros. Essas etapas serdo rapidamente exigidas pelo mercado consumidor. Com o avanco na
pesquisa de fermentagio liquida e dos metabolitos produzidos por Trichoderma, novas meto-
dologias de controle de qualidade deverdo ser desenvolvidas, visando além da concentracio do
fungo, estabelecer a concentragio de determinadas substancias presentes na formulagio com
acio antagdnica aos fitopatogenos produzidas por Trichoderma.

Glossario

Conidio: estrutura nio sexual de reproducio de fungos.

Conidio ativo ou em processo de germinagio: o conidio que aumentou de tamanho
em relacio a0 nio germinado, mas que ainda nio emitiu tubo germinativo.

Conidio germinado: o conidio apresenta tubo germinativo com pelo menos o mesmo
comprimento que o tamanho do conidio.

Conidios inativos: conidios nio viaveis.

Conidios nio germinados: conidios que podem ou nio estar viaveis, porém nio for-
mou tubo germinativo com pelo menos 0 mesmo comprimento que o tamanho do conidio.

Conidios viveis: sio os conidios ativos e os germinados.

Conidioforo: estrutura do fungo produtora de conidios.

Gréinulos: tipo de formulagio de produto biologico em forma de grinulos que se desfe-
zem na presenca de gua.

Po-molhavel: tipo de formulacio de produto bioldgico composta pelo ingrediente ativo e
inerte que permita a mistura com 4gua, formando suspensdes dotadas de grande estabilidade.
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Introducio

Como alternativa aos efeitos deletérios do uso incorreto de agrotoxicos no controle de
doengas e pragas das plantas surgiram atividades utilizando o controle biologico, o qual se
destaca pela eficiéncia e reduzido impacto ambiental (Lima; Gravina, 2009; Moura et al., 2009;
Pazini; Galli, 2011; Parra, 2014).

Entre os diferentes organismos utilizados no controle biologico, os fungos Trichoderma
spp. sdo encontrados em diversos tipos de solo, mas principalmente naqueles com alto teor de
matéria organica (Schuster; Schmoll, 2010). Trichoderma spp. apresentam mecanismos de agio
baseados na producio de metabélitos antifungicos, micoparasitismo e competi¢io por espago
e nutrientes (Shoresh et al., 2005; Fabry et al,, 2006; Lucon et al., 2008; Vinale et al., 2008;
Wijesinghe et al., 2011). Logo, sua utilizagio como agente de controle bioldgico mostra efici-
éncia contra patogenos radiculares, como o Meloidogine javanica, Pythium spp., Rhizoctonia
spp., Phytophtora spp., (Naseby et al., 2000; Thrane et al., 2000; Sharon et al., 2001; Cindom
et al., 2003; Ezziyyani et al., 2007), assim como contra patgenos que atingem a parte aérea
das plantas, como a Venturia spp., Botrytis spp., Crinipellis perniciosa (Hjeljord et al., 2001;
Sonogo et al., 2002; Lisboa et al., 2007).

Alem de agdes que envolvem o contato direto entre antagonista e fitopatogeno, o
Trichoderma spp. (Hypocreales: Hypocreaceae) também induz a ativagio dos mecanismos de
defesa das plantas pela liberagio de peptideos, proteinas e compostos de baixo peso molecular,
promovendo o crescimento das raizes e a saude da planta (Reino et al., 2008; Mastouri et al.,
2012; Sharma et al., 2012). Devido a estes efeitos, Trichoderma spp. € utilizado para o controle
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de fitopatogenos como Sclerotinia sclerotiorum (Zancan et al., 2012), Alternaria alternata
(Gveroska, Ziberoski, 2012), Rhizopus stolonifer (Bomfim et al., 2010), Bipolaris spp.,
Cladosporium spp. (Machado; Silva, 2013), sendo sua eficacia comprovada cientificamente.
Entretanto, sdo necessarios novos estudos pois, assim como os demais agentes de controle
biolbgico, a efetividade deste fungo pode ser influenciada por variagdes ambientais e do
ecossistema (Benitez et al., 2004).

Desta maneira, o controle biologico apresenta intimeras vantagens, porém alguns pro-
blemas tém limitado o seu uso, entre eles a sensibilidade do organismo 4 radiagdo, umidade
inadequada e baixa estabilidade térmica, fatores esses que causam baixa biopersisténcia dos
organismos no ambiente (Paula et al., 2011; Sri.S et al,, 2012; Vemmer; Patel, 2013). Assim,
especialmente em relacio as condigdes climaticas do Brasil, a persisténcia desses organismos é
de apenas trés dias e este fator acaba por reduzir a eficiéncia no campo, fazendo-se necessario
0 desenvolvimento de tecnologias que possam aumentar a persisténcia. Outros problemas
enfrentados sio alguns resultados insatisfatorios que estes apresentam, existindo muitas vezes
a necessidade de se realizar diversas aplicagdes, ou até mesmo a complementacio com pestici-
da ndo biologico, sendo que na maioria das vezes esta necessidade se faz devido a problemas
na tecnologia de aplicagio empregada, e nio devido a ineficiéncia do produto. Assim, aléem
da busca por novos produtos e novas formas de combate a pragas agricolas, a adequagio da
tecnologia de aplicacdo € uma etapa crucial no manejo de pragas de dificil controle (Costa et
al,, 2014; Costa et al., 2015), o qual deve ser mais estudado quando se trata da utilizagio de
MICIOIganismos.

Portanto, diferentes caminhos devem ser considerados em relacio a0 desenvolvimento de
tecnologias que permitam o aumento da protegio, viabilidade e eficicia dos microrganismos.
Em relagdo a utilizagdo de Trichoderma spp., existe a necessidade de protege-lo das adversida-
des ambientais, garantir o manuseio e a permanéncia em campo, assim como, utilizar tecno-
logias que permitam o aumento da eficiéncia, tempo de prateleira e garantia de aplicabilidade.
A proposta deste capitulo ¢ a utilizagdo da micro e nanotecnologia no auxilio da aplicacio de
Trichoderma spp. na agricultura, sendo propostos processos de microencapsulacio (Vemmer;
Patel, 2013; Rathore et al., 2013; Ma et al., 2015) e a sintese de nanoparticulas metalicas a partir
desses microrganismos, ou seja, por via biogénica (Ahluwalia et al,, 2014; Guilger et al., 2017).

Uso de tecnologia de microencapsulagio para aumento da persisténcia de micror-
ganismos

A microencapsulagio consiste na criacio de uma barreira fisica que protege os ingredientes
ativos dos fatores externos (Paulo; Santos, 2017), como a protecio contra a radiagdo ultraviole-
ta, oxidacio e altas temperaturas (Sr1.5 et al., 2012). As técnicas de microencapsulagio podem
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ser utilizadas em diversas areas, como a farmacéutica (Agnihotri et al,, 2012), a alimenticia
(Chévarri et al,, 2010) e a agricola (Jin; Custis, 2011a). No caso da agricultura ha relatos de
microencapsulacdo de agentes de controle biologico como Beauveria brongniartii (Horaczek;
Viernstein, 2004a), B. bassiana (Liu; Liu, 2009b), Metarhizium anisopliae (Horaczek; Vierns-
tein, 2004b, Liv; Liu, 2009), T harzianum (Mufioz-Celaya et al,, 2012, Jin; Custis, 2011a,
Adzmi et al, 2012, Locatelli et al., 2018)

Em relagio ao seu funcionamento, a matriz das microparticulas é capaz de conferir pro-
tecdo ao ingrediente ativo de condicdes adversas do ambiente exterior e do estresse mecanico,
podendo proporcionar um microambiente seguro e definido (Mcloughlin, 1994). Com isso, o
microrganismo é capaz de sobreviver por longos periodos e sua atividade metabolica é manti-
da (Cassidy et al.,1996; Rathore et al., 2013; Oancea et al., 2016). Os métodos de microencap-
sulacio sdo classificados em trés grupos (Tyagt et al., 2011): fisicos (spray-drying), quimicos
(polimerizacio) e fisico-quimicos (coacervacio e gelificagio i6nica).

Tabela 1. Principais métodos de encapsulacio de microparticulas.

Me .
étodos d_e Descrigio Vantagens Desvantagens
Encapsulagio
. . , - Variagio na distribuicio de tama-
Processo de conversio de uma solugio em po seco em Formagio de
. Py - . nho altas temperaturas normalmen-
Spray-drying um Unico passo, passando por um spray atomizado  particulas e secagem

te ndo permitem o encapsulamento

através de meio £asoso em alta temperatura No mesmo passo de organismos sensivels

Possibilita a
encapsulagio
de particulas
inorganicas direta-
mente nas gotas do
mondmero

Processo onde a emulso de organismos em um
Polimerizacio mondmero hidrofilico em uma fase orgdnica é
adicionada a um mondmero hidrofobico

Toxicidade dos mondmeros

Separagio de fases de polimeros incompativeis com

a solugio de acordo com valor de pH, temperatura;

o polimero incompativel sofre deposicio, formando
as microesferas

Ocorre apenas dentro dos limites de

Baixo custo valores de pH

Coacervacio

Protege 0 ativoda A capacidade de produgio é limi-
degradagio, aumen-  tada pela velocidade de formagio
ta estabilidade de goticulas

Uma solugdo polimérica é gotejada em uma solugio

Gelificagio i6nica S
inica

O método de microencapsulagio através do spray-drying é uma técnica relacionada com a
atomizaco de um liquido em um p6 por meio de um injetor em conjunto com uma corrente
de gas quente (Rattes; Oliveira, 2007). Este método compreende trés estagios: (i) homogenei-
zacio do liquido por um atomizador, (i1) secagem da solugo através do gas quente para eva-
poracio de solvente e (iii) coleta das microparticulas secas (Schafroth et al.,, 2012). Diferentes
condigdes no meétodo de spray-drying podem influenciar na formagio das microparticulas,
como por exemplo, fluxo de alimentacio do ativo, fluxo de ar, temperatura de entrada e saida
(O’riordan et al., 2001; Vega; Roos, 2006).
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A coacervagio ¢ uma técnica que pode ser definida como um fendmeno coloidal que
envolve a separacio de fases de uma mistura de dois polimeros com cargas opostas em solugio
aquosa desencadeada por diversas interagdes (Xiao et al., 2014). A interacio entre os polimeros
pode depender de varios fatores, como por exemplo, o tipo de polimero, pH, forca i6nica e
concentracio (Turgeon et al., 2007).

A gelificacio 16nica pode ser realizada através de processos de extrusdo, deposicio
eletrostatica e atomizacio (Maestrelli et al., 2008). O método de extrusio acaba sendo o mais
comum, no qual uma solugdo polimérica é gotejada em uma solugio i6nica em constante
agitacio e o material ativo a ser encapsulado é acrescentado na solugio polimérica (Paques
et al,, 2014). Quando as gotas atingem a solugio i0nica, a formacio das microparticulas esfé-
ricas ¢ instantanea (Patil et al., 2010; Souza et al., 2012; Leong et al., 2016). Consiste em um
procedimento simples, facil e que nio requer equipamentos especializados, além disso, nio
tem necessidade do uso de solventes organicos e nem de altas temperaturas (Patil et al., 2010;
Comunian; Favaro-Trindade, 2016).

A formagio das microparticulas através da polimerizacio se caracteriza pela interagio
entre mondmeros hidrofilicos e lipofilicos em uma emulsio 6leo-dgua os quais reagem para a
formacio de uma membrana polimérica (Yeo et al., 2001).

Existem diversos trabalhos na literatura relacionados com a sintese de microparti-
culas, principalmente através dos métodos citados anteriormente, os quais sio mostra-
dos na Tabela 2.

Como exemplo, Mufioz-Celaya et al. (2012) encapsularam conidios do fungo T harzianum
em matrizes polimeéricas de carboidratos. Esta estratégia for uma alternativa valida para
aumentar o tempo de prateleira das formulacdes produzidas. Neste estudo, foram utilizadas
maltodextrina e goma arabica para a sintese das microparticulas, pelo método de spray-drying,
que proporcionou uma estabilidade de até oito semanas para o microrganismo.

Em outro estudo, Jin; Custis (2011a) utilizaram o método de spray-drying para o encap-
sulamento de T harzianum, que evitou a contaminagio microbiana, induziu dorméncia e
possibilitou uma maior estabilidade de prateleira. Também, Locatelli et al. (2018) desenvolve-
ram microparticulas de alginato contendo Trichoderma spp através do método de gelificagio
16nica. O encapsulamento promoveu a viabilidade dos conidios durante 14 meses armazena-
dos a 28 °C.

Vincenkovic et al. (2016) encapsularam T, viride em microparticulas de alginato/quitosana
em conjunto com ativos quimicos (cobre). Este estudo mostrou que a encapsulacio de ativos
quimicos e bioldgicos foi possivel, sem que o ativo quimico inviabilizasse o ativo biologico.

Recentemente, Mancera-Lopez et al. (2018) desenvolveram um método para a preservacio
dos conidios de T harzianum em cpsulas de alginato, com trés tamanhos diferentes (micro,
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Tabela 2. Principais sistemas de microencapsulacio de Trichoderma spp.

Polimero Organismo M;::}i(;(:ie Principais Caracteristicas Referéncia
: Trichoderma Gelificagio  Tamanho : ndo informado
Alginato inbamatum onica Atividade: adicio de fonte alimentar Mafia et al., 2003
proporcionou maior inibigio do patdgeno
. Iamanho: 045 mm €2 mm
Alginato/Quitosana Trichoderma Gelificagio , Vishilidade: encqpsglggao de ativos o .
com cobre viride onica quimicos (cobre) e biolégicos em conjunto;  Vincenkovic et al,, 2016
adido de cobre nio inibiu a viabilidade
de T viride
Tamanho: 10 pm
Trichoderma Gelificacio Viabilidade: 0 armazenamento & 5 °C
Alginato harzianum iénic:E demonstrou uma melhora significativa na Adzmi et al,, 2012
viabilidade comparado com armazenamen-
©0430°C
) ~ Tamanho: nio informado
Alginato Trichoderma sp. Ge]}ﬁqgao Vlablhdade:~0 encap sul'amento promoveu Locatelli et al., 2018
i6nica a manutengdo dos conidios por 14 meses
428°C
Tamanho: 1,5 + 0,3 mm
. Trichoderma Gelificagio Vizbilidade: o encapsularpefl (0 promoveu Mancera-Lopez et al.,
Alginato harzianum onica viabilidade de 2 anos, resisténcia 4 irradia- 2018
¢io ultravioleta e efeito antagonico contra
fungos fitopatogénicos.
Tamanho: nio informado
Maltodextrina DE10 Trichoderma Viabilidade: taxa de sobrevivéncia de 86 Mufioz-Celava et al
e DE20, goma ardbica arzianum Spray drying Y e, apds 8 semanas de armazenamento 2012}’ K
(GA) a4 °C de 40 % obtida com polimero
MD10-GA.
Tamanho: 10 a 25 um
Sucrose, glicerol e Trichoderma Sorav drvin Viabilidade: o uso de aglicar aumentou Jin; Custis, 20112
melaco harzianum pray drying a porcentagem de sobrevivéncia apds a ’ ’
secagem
Tamanho: nio informado
. Trichoderma . Viabilidade: conidios encapsulados
Maltodextrina DE20 asperellum Spray drying apresentaram viabilidade de 70 % no Braga et al, 2017

sistema avaliado

Tamanho: 8 a 30 um
Acficares Trichodermasp.  Spray drying ~ Viabilidade: menor concentragio de sucrose ~ Jin; Custis, 2011b
garantiu maior viabilidade dos conidios

medio e grande). O T harzianum encapsulado foi testado para resisténcia 4 radiagio ultra-
violeta e para efeito antagonico contra quatro fungos fitopatogénicos (Penicillium citrinum,
Aspergillus awamori, Aspergillus niger e Rhizoctonia solani). Os resultados apresentaram cap-
sulas de tamanho médio (1,5 + 0,3 mm) e grande (2,7 + 0,3 mm) pelo método de gotejamento
e, pelo método de gelificacio, capsulas no tamanho de 8,6 + 3 um. As microparticulas de
tamanho médio favoreceram uma maior producio de conidios e, quanto maior a densidade
dos conidios maior a protecdo contra 4 radiagdo ultravioleta. Com relagio a preservacio dos
conidios, foi observada uma perda de 30 % apos dois anos.
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Neste contexto, como exemplo, a figura 1 mostra uma imagem de microparticulas de
alginato de calcio contendo o fungo Trichoderma harzianum encapsulado. As microparticulas
foram preparadas através do método de gelificagio i6nica, onde apresentaram tamanho médio
de 900 um e morfologia esférica.

Foto: Leonardo Fernandes Fraceto.

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de microparticulas de alginato de calcio contendo o
fungo T harzianum encapsulado, na concentracio de 3 %. A imagem da microparticula mostra que o
crescimento do fungo no foi afetado pelo processo de microencapsulacio, onde ha destaque para o
crescimento das hifas e conidios. A imagem foi obtida com magnificagio de 85x.

Ainda, na literatura sdo reportadas patentes sobre microencapsulacio de fungos. Os auto-
res da patente US 20110306116A1 desenvolveram um método de encapsulagio de microparti-
culas de conidios de Trichoderma spp. em matriz de monossacarideos através de spray-drying.
Neste método, foram testados diversos tipos de aucares, concentragdes e temperaturas de
entrada e saida do spray drying. Os resultados mostraram que 2 % de sucrose foi a melhor con-
centracio para uma maior taxa de sobrevivéncia. Alem disso, a temperatura ideal de entrada
e saida do spray drying é de 60 °C e 30 °C, respectivamente. As microparticulas apresentaram
tamanho de 8 a 30 um (Jin; Custis, 2011b).

Em outra patente, BR 1020120267918A2, os autores trataram do processo de microen-
capsulagio de T asperellum em matriz polimérica (alginato de sodio). A formulacio granular
final foi aplicada para o biocontrole de doencas de plantas provocadas por fungos patdgenos
de solo (Castilho, 2014).

Em termos comerciais, ja é possivel encontrar produtos baseados na encapsulacio de
fungos. Como exemplo, a empresa Codagu Agritech & responsavel pela fabricagio do produto
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Trichocap, que € uma formulacio encapsulada de T harzianum MTCC 5179 (Codagu Agri-
tech, 2017). De acordo com a descricio do produto, esta formulagio é capaz de promover o
crescimento, desencadear a defesa e agdo direta contra o patogeno, auxiliando na melhoria e
rendimento das culturas.

Nanoparticulas biogénicas sintetizadas a partir de fungos

As nanoparticulas metalicas, devido a0 seu tamanho reduzido e maior area de superficie,
apresentam propriedades quimicas, fisicas e biologicas diferenciadas de seu material de origem
na escala convencional, o que pode conferir a elas potencial para o controle de microrganis-
mos (Mody et al., 2010).

A sintese de nanoparticulas metalicas pode ser realizada utilizando diferentes métodos
como quimico, fisico e biogénico. A sintese biogénica destaca-se pela possibilidade de utiliza-
¢do de organismos vivos, de seus metabolitos ou de extratos destes organismos, sendo que estes
atuam como agentes redutores e estabilizantes. A sintese biogénica é considerada um meétodo
simples, barato e com menor impacto ao ambiente (Mohanpuria et al., 2008).

Na maioria das sinteses biogénicas a redugdo dos sais precursores ¢ realizada por molé-
culas orgdnicas provenientes do agente redutor, tais como proteinas, aminodcidos, acticares
e enzimas, sendo este um processo que ocorre naturalmente no ambiente, pois os microrga-
nismos a0 serem expostos a elementos indesejados, como uma forma de protecio secretam
metabolitos e demais compostos que convertem ions metalicos em metal elementar (Lloyd,
2003; Siddiqz; Husen, 2016).

A principal vantagem das nanoparticulas biogénicas ¢ que estas apresentam um centro
metalico envolto por uma camada denominada de recobrimento, a qual apresenta caracteris-
ticas do organismo utilizado para a sintese. A presenga do recobrimento combinado ao metal
utilizado na sintese faz com que ocorra uma sinergia entre eles, o que da as nanoparticulas
caracteristicas Unicas e possibilita diferentes combinagdes, as quais podem ser utilizadas para
o direcionamento da atividade desejada. Além disso, o recobrimento formado neste tipo de
sintese possibilita o controle de tamanho e forma da nanoparticulas, o que pode influenciar
na atividade e toxicidade das mesmas.

Diferentes organismos podem ser utilizados para a sintese de nanoparticulas metalicas
biogénicas, porém os fungos apresentam qualidades importantes para este fim devido ao seu
rapido crescimento, facil manipulaio e producio de grande quantidade de enzimas (Dhillon
et al,, 2012; Alghuthaymi et al,, 2015). Desta forma, sio encontradas patentes para nanopar-
ticulas biogénicas metalicas sintetizadas a partir de fungos, como a patente US 9567610B2,
que mostra o desenvolvimento de nanoparticulas de ouro a partir de uma cultura de Botrytis
cinerea, com sintese realizada utilizando os esporos, micelio, esclerodios ou moléculas pro-
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duzidas pelo fungo (Retamal; Nara, 2017). A patente US 9701552B1 se refere 4 produgio de
nanoparticulas de prata utilizando o fungo Alternaria pluriseptat, para descontaminagio de
aguas (Ortashi et al., 2017). Ja a Patente US 20050214916A1 desenvolveu um processo para a
sintese bioldgica de nanoparticulas de 6xidos utilizando fungos hidrolisantes, sendo os fungos
propostos o Fusarium sp., Trichotecium sp., Verticillium sp., Chloridium sp. Aspergillus sp.,
Cephaliophora sp., Fusarium oxysporum e Helicostylum sp. e os metais titinio, zirconio,
silicio e zinco (Absar et al., 2005).

Em relagio 4 nanoparticulas sintetizadas a partir de Trichoderma spp. foram desenvolvi-
das patentes como a US 2014/0363871A1, que utiliza o T koningiopsis ¢ o Hypocrea lixii
na producio de nanoparticulas de cobre para a biorremediacio de aguas residuais (Correa et
al,, 2014), e a US 20100055199A1, que utiliza T reeser na sintese de nanoparticulas de prata
de didmetro entre 5 e 50 nm (Mansoori, 2010). Em outra patente, CN 1050394198, foram
preparadas nanoparticulas de prata a partir do T aculeatus (Zhao; Zhang, 2017). Também na
patente CN 104673684 os autores desenvolveram a sintese de nanoparticulas de ouro a partir
de uma nova cultura de Trichoderma sp. obtida através de uma amostra de lodo ativado, sendo
que nesse caso foram observadas particulas com diferentes formatos como esfera, poligono,
triangulo equilatero e similares (Qu, 2015).

Neste cenario, a utilizagio de Trichoderma spp. para o controle biologico ¢ considerada
devido a estes fungos ndo apresentarem patogenicidade e apresentarem potencial como
agentes redutores e estabilizantes na sintese biogénica de nanoparticulas. Diante disto,
nos Ultimos anos pesquisas em relaco a sintese de nanoparticulas utilizando estes micror-
ganismos comecaram a ser cogitadas. Dentre as nanoparticulas biogénicas sintetizadas a
partir de Trichoderma spp. estio nanoparticulas de prata, titdnio, selénio, ouro e cobre
(Tabela 3), sendo que as de prata recebem destaque principalmente devido ao potencial
bactericida ja conhecido.

Tabela 3. Principais nanoparticulas biogénicas sintetizadas utilizando o fungo Trichoderma spp. nos
ultimos anos.

Organismo Metal Ta(rg;il)ho ﬁgxf}: d(eia Observagdes Referéncia
Toxica para
T asperellum Cobre 10-190 pcfllﬁgrf:fzezrzg’;ﬁag' Saravanakumar et al., 2019
mL" (A549)
Toxica para
T koningii Ouro 10-14 ;églﬁlaf'l]d?ﬁ%/j;gé Maliszewska, 2013
228,88 pg.mlL?
T viride QOuro 20-30 - Atividade contra Pseudomonas Mishra et al., 2014

syringae, E. coli e Shigella sonnei

Continua..
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Tamanho Avaliagio da

Organismo Metal o) T Observagdes Referéncia
Trichodermasp. ~ Ouro 26:34 Catalisa degra(i;géo de corantes Quetal, 2017
T harzianum Ouro 3244 Usado na ddee;elcggfo de fons Tripathi et al,, 2014
T harzianum Prata 21,1 Atividade contra S aureuse K. Ahluwalia et al., 2014
aeruginosa
T asperellum,
T, harzianum,
T longibrachia- . . .
tum, Prata 8-60 A maior prlodugao d-e NPs foi a Devi et al., 2013
partir do T, virens
T pseudoko-
ningii
T virens
Atividade contra A. alternate,
T harzianum Prata 12,740, Helminthosporium sp, Botrytis El-Moslamy et al,, 2017
spe P arenaria
Atividade contra E. coli e S,
aureus; combinado com antibi-
T viride Prata 540 oticos melhorou a sua eficiéncia Fayaz et al, 2009, Fayaz et
! al, 2010
contra E. colr, E. aureus, S.
typhi e M. lutheus
Efeitos citotoxicos e 4y, 1 .
T. harzianum Prata 20-30 genotoxicos a 0,15 a Media doéil%g};onl?;)r DLS foi Guilger et al,, 2017
3,16x10" NPs.mL! ’
Inibigio de Shigella sonnei,
T viride Prata 25 E. coli, Serratia marcescens, S. Kumari et al., 2017
aureus e P aeruginosa
Néo apresentou
. citofoxicidade ¢ Potencial para combater infeccio
Trichodermasp.  Prata 100 genotoxicidade em icobacteri Mohanty et al,, 2013
macrofagos a 05 micobacteriana
ppm
T asperellum Prata 13-18 Mukherjee et al., 2008
T viride Prata 46 Atividade contra Bacillus mycor- Othman et al,, 2017
des, E. coli e C. albicans
Toxica para células Atividade contra E. coli, P,
T. atroviride Prata 1525 decincer de mamaa  aeruginosa e S. aureus; atividade  Saravanakumar; Wang, 2018
16,5 pg.mL* antioxidante
T reesel Prata 5-50 Vahabi et al., 2011
T asperellum,
T, harzianum,
T atroviride, Nio apresentou
Tvirens, Selenio  49,5-312,5 le feito ;?m(.) M hibiu Scleretospora graminicola Nandini et al., 2017
Tlongibrachia- l?anta( enfégetum
T glaucum) a 100 ppm
T brevicom-
pactum

Continua...
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Tabela 3. Continuacio

Organismo Metal Ta(lzi:)ho ﬁzﬂ;ﬁfgs d(:a Observagdes Referéncia
Nio fo toxica para Atividade larvicida contra
. . Eudrilus eugeniae  Helicoverpa armigera; menor .
T viride Titénio 4 (minhoca) a 100 toxicidade quando comparada a Kamaraj et al, 2018
ppm nanoparticula comercial

Conforme relatado anteriormente, uma das vantagens da sintese biogénica ¢ que as nano-
particulas apresentam um recobrimento estabilizante composto por proteinas e metabolitos,
o qual pode contribuir para a atividade biologica potencializando a agio das mesmas. Esse
recobrimento garante as nanoparticulas uma maior estabilidade e controle de tamanho, pre-
venindo a aglomeracio e agregagio (Ballotin et al., 2016; Khan; Ahmad, 2014). Visando esta
propriedade os fungos sio considerados uma alternativa interessante devido a produgio de
grande quantidade de biomoléculas.

O género Trichoderma é bem conhecido pela secregio de enzimas hidroliticas, tais como
quitinases, B-1,3-glucanases e proteases, e metabolitos secundarios, que atuam no controle
biolbgico de outras espécies de fungos fitopatogénicos (Geraldine et al., 2013; Qualhato et
al,, 2013). Tal caracteristica & um fator chave para que estes fungos sejam utilizados na sintese
biogénica de nanoparticulas metlicas, principalmente visando atividade para aplicacio na
area agricola.

Diversos estudos empregaram espécies de Trichoderma para a sintese de nanoparticulas
metalicas e constataram a formagio de um recobrimento de compostos do fungo na
superficie das mesmas. Ahluwalia et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando
T harzianum e observaram um fino recobrimento de matéria orginica envolvendo as
nanoparticulas e impedindo sua agregagio. Também foram observados sinais de espectro
indicando a presenca de carbono, oxigénio e cloreto, confirmando a adsorcio de compostos
do fungo na superficie das nanoparticulas. Segundo os autores, a ligacio das proteinas as
nanoparticulas se da por meio de residuos de cisteina das proteinas ou grupamentos amina
livres. Elgorban et al. (2016) também verificaram a formacio de um recobrimento ao redor
de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de T viride e observaram sinais de carbono
e oxigénio, atribuidos as proteinas do fungo. Saravanakumar et al. (2019) sintetizaram
nanoparticulas de 6xido de cobre a partir do extrato de T asperellum e observaram a presenca
de varias moléculas funcionais envolvidas na sintese e grupamentos amida e metabolitos
aromaticos secundarios responsaveis pela formagio do recobrimento.

Devido 4 presenga deste recobrimento de compostos orgdnicos, as nanoparticulas me-
talicas biogénicas acabam apresentando maior biocompatibilidade com sistemas biologicos
quando comparadas & nanoparticulas sintetizadas por métodos quimicos e fisicos, 0 que pode
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contribuir para a atividade das mesmas. Kumari et al. (2017) compararam a atividade bacte-
ricida de nanoparticulas prata sintetizadas por via biogénica a partir de T viride e recobertas
com os metabdlitos secundarios deste fungo, e nanoparticulas sintetizadas quimicamente e
estabilizadas com citrato. Os autores observaram uma maior internalizagio das nanoparticu-
las recobertas com os metabdlitos antimicrobianos de T, viride nas células bacterianas, ocasio-
nando maior estresse oxidativo e consequentemente, a morte das bactérias. Maliszewska (2013)
sintetizou nanoparticulas de ouro a partir de T koningii e constatou a permanéncia de pro-
teinas do fungo na superficie das mesmas, as quais conferiram alta estabilidade. O potencial
citotoxico dessas nanoparticulas foi avaliado sobre as linhagens de células de adenocarcinoma
de colon humano LoVo e LoVo/DX, sendo verificada internalizacio das nanoparticulas nas
células por endocitose, e alta citotoxicidade, a qual foi atribuida as proteinas do recobrimento.

Apesar da viabilidade de Trichoderma spp. para a sintese biogénica de nanoparticulas, e
do potencial das mesmas para variadas aplicagdes, € importante considerar a necessidade de
marcos regulatorios para o uso desses novos nanomateriais. A nanotecnologia, principalmente
quando voltada para a rea agricola, ainda é uma ciéncia bastante recente, sendo necessarios
estudos visando conhecer seus possiveis efeitos a0 ambiente. As variadas propriedades das
nanoparticulas como tamanho, carga de superficie, recobrimento e estrutura cristalina, assim
como pardmetros do ambiente no qual as mesmas podem ser lancadas, como temperatura,
pH, forca i6nica e quantidade de matéria orginica, sio pardmetros que podem influenciar
significativamente em sua toxicidade (Walters et al., 2016).

Devido ao interesse na utilizagio de nanoparticulas e sua crescente insercio no mercado
nos ultimos anos, se faz necessaria a avaliacio de mecanismos de toxicidade como estresse
oxidativo, citotoxicidade e genotoxicidade. Embora exista um progresso no estudo da nanotec-
nologia na 4rea médica, o impacto de nanomateriais para utilizacio agricola e seus impactos
no ambiente e sadde ainda necessitam de maiores estudos, no entanto, o levantamento e
monitoramento de impactos ambientais causados por nanomateriais ndo é uma tarefa de
facil execucio, sendo necessario o desenvolvimento de técnicas que permitam que estes sejam
realizados com precisio.

Desta maneira, para que se possa explorar o potencial das nanoparticulas biogénicas soma-
do ao potencial de Trichoderma spp. como agente de controle biologico com maior seguranca
quanto a possiveis riscos a salide e a0 ambiente, ¢ de grande importancia a continuidade nos
estudos deste tema direcionando para o futuro e para a defini¢io de uma nova legislagio.
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Consideragoes finais

Os beneficios de Trichoderma spp. para aplicagdes agricolas ja sio conhecidos e estudados
ha algum tempo, porém ainda existem algumas questdes a serem resolvidas em relacio a prati-
cidade de uso, e até mesmo em relagio a garantia de sua efetividade. Desta maneira, diferentes
espécies sdo avaliadas e investigadas visando a otimizacio de sua atividade e garantia de per-
manéncia no solo, analises genéticas sio realizadas para se obter maiores informacdes quanto
a produgio de proteinas de interesse, assim como, sdo realizados estudos de seus metabolitos
secundarios para que haja maior entendimento em relaio a sua atividade.

Diante deste interesse apresentado em relagio a utilizagio deste microrganismo visando
a melhoria da produgio agricola, a nanotecnologia volta seus olhos para contribuir com este
tema, tentando trazer solugdes para problemas que até o momento nio foram superados, assim
como propondo uma renovagio nos pensamentos em relagio aos beneficios do Trichoderma

Spp.
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O Brasil se destaca por ser um pais com dimensdes continentais, clima predominantemen-
te tropical e com grandes extensdes de areas plantadas com culturas de importancia agricola.
De tempos em tempos surgem fronteiras agricolas sendo a mais recente MATOPIBA que inclui
os estados do Maranhio, Tocantins, Piaui e Bahia, com grande capacidade produtiva. Na gran-
de maioria destas areas sio realizados trés plantios anuais, fazendo uma mudanga radical na
paisagem agricola brasileira, onde os problemas fitossanitarios ocorrem durante todo o ano.
Essa “ponte verde” que ¢ feita com os trés cultivos anuais pode ser observada principalmente
com as culturas de milho, soja, algodio, feijio etc. No Mato Grosso, por exemplo, ha o plantio
da soja precoce em setembro, soja tardia, algodio convencional, milho convencional e algodio
safrinha. Ha varias pragas e doencas importantes neste cenario Unico da agricultura brasileira.
A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda, por exemplo, se destaca por ser uma praga
polifaga, que se alimenta de milho, sorgo, soja, algodio, feijio, etc. A lagarta falsa medideira,
Chrysodeixis includes, que até 10 anos atras era praga secundaria da cultura da soja, ¢ outra
praga importante neste cenario, pelo fato de ser importante desfolhadora de soja e algodio.

Dentro deste contexto os problemas fitossanitarios se destacam com mais frequéncia e
incluem a ocorréncia de pragas e doencas de diversas culturas. Diante dos desafios constante-
mente encontrados em campo para aumentar a produgio de grdos, a produtividade e baixar o
custo, a busca por alternativas ao uso dos agrotoxicos tem sido intensificada. O que se busca
sdo agentes de controle biologico com reducio no custo de produgio e alta eficiéncia a fim de
permitir que a tecnologia através dos produtos biologicos esteja disponivel no mercado e possa
ser distribuida para diversos cultivos.
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Dentre os organismos utilizados como controle biologico de pragas e doengas, alguns
dos agentes mais difundidos sio os fungos do género Trichoderma e a bactéria Bacillus
thuringiensis.

Trichoderma spp.

De acordo com Bettiol et al. (2012), o Trichoderma é um dos principais agentes de con-
trole biologico utilizados na agricultura e apresenta resultados significativos no controle de
uma vasta gama de doengas.

Para que o controle seja efetivo em campo, ¢ necessario garantir a qualidade de todas
as etapas envolvidas no processo de produgdo, de modo que se garanta uma viabilidade do
organismo e o vigor necessarios (Adekunle et al., 2001).

Visando atender a uma alta demanda por produtos biologicos a producio do agente
em larga escala torna-se necessaria de modo a abastecer um grande mercado em expansio
e garantir a distribuigio e aplicacio do produto. Estudos de Singh et al. (2007) mostraram
potenciais substratos com alta viabilidade para a producio deste fungo e, dentre eles graos de
sorgo, trigo e arroz. A facil obtencio dos substratos e seu baixo custo sio fatores que auxiliam
na viabilidade da producio industrial deste agente.

Durante o processo produtivo, o fungo se instala no substrato e inicia o processo de libe-
racio de esporos favoraveis 4 sua reproducio (Holker et al., 2004) onde ocorre o crescimento
do agente por um periodo de aproximadamente sete dias. Um dos principais problemas en-
volvidos neste processo esta na possibilidade de contaminagdo por outros géneros de fungos e
até mesmo bactérias no material, gerando riscos 4 saude (Bettiol; Morandi, 2009).

Outras metodologias de produgio de fungos foram apresentadas em trabalhos de Bettiol
¢ Morandi (2009) as quais envolviam o uso de meio liquido para otimizar o espaco, garantir
maior pureza no material e reduzir o percentual de contaminagdes, favorecendo a propagacio
do fungo.

De acordo com a Anvisa (2013), o termo biosseguranga é definido como “condicio de
seguranca alcancada por um conjunto de acdes destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou
eliminar riscos inerentes as atividades que possam comprometer a salide humana, animal e o
meio ambiente”. Neste sentido, o controle de qualidade torna-se uma etapa fundamental no
processo de elaboracio de produtos a base de microrganismos para garantir que o produto
final esteja livre de contaminagdes ou com um nivel muito baixo, seja seguro tanto para o
manipulador quanto para o meio ambiente, além de manter sua efetividade.

Frequentemente as empresas avaliam a qualidade dos produtos & base de Trichoderma
por trés criterios, sendo eles: contagem de esporos (minimo de 1 x 10° esporos/g), germinagio
minima de 85% e viabilidade minima de 8,5 x 107 UFC/g. Para essas avaliagdes diferentes me-
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todologias sio empregadas de acordo com a formulagio do produto (Bettiol; Morandi, 2009).

A contagem do numero de esporos é realizada com o auxilio de uma Camara de Neubauer
a0 microscopio. Para isso € necessario preparar uma suspensao de esporos de Trichodermae o
resultado dessa contagem € expresso em niimero de esporos por massa ou volume de produto
biolégico formulado. Ja a metodologia para avaliar a porcentagem de esporos viaveis consiste
na dispensa de aliquota da suspensio de esporos de Trichoderma em areas delimitadas da placa
de Petri com meio BDA (batata, dextrose e agar), incubagio a 25+ 2 C para a germinagio dos
esporos e contagem do niimero de esporos viaveis ao microscopio 6ptico (Bettiol et al., 2012).

Para quantificar as unidades formadoras de colénia (UFC) a metodologia consiste na
homogeneizagio do produto a base de Trichoderma com solugio salina adicionada de Tween
80 esterilizada. A partir desta solugio sio realizadas diluigdes seriadas as quais sio distribuidas
em placas de Petri com meio BDA e Triton e incubadas a 25 + 2 C no escuro para posterior
contagem do niimero de colonias formadas pelo Trichoderma. O resultado é expresso em
unidades formadoras de colonia (UFC/mL) (Bettiol et al., 2012).

Entretanto, as cepas selecionadas para a producio dos insumos biologicos a base de
Trichoderma registrados junto a0 Mapa e os processos de controle de qualidade destes produtos
sio realizados pelas empresas em condicdes laboratoriais. Nesse caso, em ambiente controlado,
os riscos de contaminagdes sio minimizados e realizados por profissionais qualificados com
a capacitacio técnica necessaria. Para a concessio do registro do produto biolégico no Mapa
as empresas devem cumprir uma extensa lista de pré-requisitos que garantam a seguranga e
eficacia destes produtos (Brasil, 2012).

Controle de qualidade

Os riscos associados a produgio de agentes de controle biologico sio muito grandes quan-
do normas e procedimentos de laboratorio sio ignorados.

A producio de Trichoderma e outros insumos biologicos & base de microrganismos nio
¢ limitada apenas a0 mercado em escala comercial. Tem-se observado a crescente tentativa de
“producio caseira” desses bioprodutos visando & reducio dos custos com produtos fitossani-
tarios a base de microrganismos, sistema denominado “on farm” (Valicente et al., 2018). Hoje
entende-se por producdo “on farm” aquela que ¢ feita em fazenda sem as condicdes minimas
de assepsia. Vale ressaltar que ha produtores que possuem em suas fazendas laboratérios mo-
dernos atendendo as normas de producio, ndo se enquadrando no processo “on farm”. Na
maioria dos casos de “produgcio caseira” ndo se observa o uso de materiais esterilizados nem
de laboratorios com os minimos requisitos para um bom funcionamento sem contaminar o
produto final, bem como a utilizagio de materiais registrados como fonte de indculo, sem
autorizagio prévia, constituindo um caso de pirataria. A utilizacio de subprodutos agroin-
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dustriais ¢ considerada uma alternativa viavel e barata para producio in situ de T asperellum
(Santos-Villalobos et al., 2012) e Bacillus thuringiensis (Valicente; Mourio 2008). No caso de
Trichoderma, os esporos fungicos sdo facilmente obtidos a partir do crescimento em substra-
tos como o arroz, mitho ou outros grios, o que permite que o produto final seja diretamente
aplicado nas lavouras ou no solo (Woo et al,, 2014). De acordo com Woo et al. 2014, os
produtos 4 base de Trichoderma comercializados sio compostos de uma tnica espécie (67%),
sendo que o restante & uma combinago de espécies conhecidas e/ou ndo conhecidas, isolados,
ou mistura de Trichoderma com outros microrganismos benéficos como micorriza (Glomus),
e bactérias (Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, etc.). Se um produto comercial esta as-
sociado com outros microrganismos beneficos, esse produto também corre um risco de conta-
minacdo por condicdes que favorecam a multiplicacio rapida de microrganismos indesejaveis
e que possam oferecer risco a saude humana e animal, além da baixa qualidade do produto.

Alem disso, existe grande variedade de espécies do género Trichoderma identificadas em
diferentes ecossistemas. Em apenas um isolamento realizado em uma amostra de solo no sul
da Alemanha foram identificados mais de 350 materiais genéticos diferentes de Trichoderma
spp. (Meincke et al., 2010). Algumas espécies sdo consideradas como patogenos humanos,
como T, Jongibrachiatum, relacionada a infecgdes pulmonares (Miguel et al.,, 2005) e T. fungae-
mia, relacionada com infecgdes bacterianas em pacientes hospitalizados (Lagrange-Xélot et al.,
2008). Da mesma forma, algumas espécies produzem metabélitos secundarios potencialmente
toxicos para animais e plantas, como tricotecenos e peptideos ciclicos, classificados como
micotoxinas. Os tricotecenos prejudicam o crescimento das plantas e os peptideos ciclicos
ocasionam morte celular pelo ataque na membrana de células bacterianas eucaridticas. Os
isocianetos, outro tipo de metabolito secundario, atacam os microrganismos ruminais em
carneiros e ovelhas (Sandle, 2014). Essas pesquisas mostram a importancia de trabalhar com
o isolado puro, sem contaminantes, para que organismos indesejaveis e que possam causar
danos em mamiferos nio crescam no processo de produgio em larga escala.

Todos estes fatores reforcam ainda mais importancia de seguir técnicas especificas para a
producio de produtos bioldgicos a base de microrganismos tais como: virus, fungos bacterias
etc. Cada organismo tem uma necessidade diferente para se atingir uma concentracio maxima
na produgio final do produto. A ineficacia e a inconsisténcia dos resultados de desempenho
em campo dificultam a disseminacio e o uso frequente de produtos produzidos de um modo
inadequado em propriedades rurais. Esses fatores reforcam a necessidade do controle de quali-
dade com selecio de isolados adequados para serem utilizados no controle biologico.

Sivila e Alvarez (2013) publicaram o manual denominado “Produccion Artesanal de
Trichoderma”, destinado a pequenos produtores da agricultura familiar. Os autores esclarecem
0 que ¢ o controle biologico de doengas de plantas, o que sio microrganismos antagonistas,
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quais sdo as caracteristicas do fungo Trichoderma sp. e seus mecanismos de agio para o
controle biologico de doencas que levam 4 protecio de determinadas culturas.

Ainda de acordo com Sivila e Alvarez (2013), para a produgio de Trichoderma, a metodo-
logia mais simples a ser utilizada é a fermentagio solida e esse processo ¢ dividido em vérias
etapas. Estas etapas sdo basicas para qualquer produgio de produto bioldgico, inclusive para
B. thuringiensis:

I) Escolha do substrato.

II) Preparacio e condicionamento do substrato.
1) Esterilizagio do material.

IV) Inoculagio do fungo Trichoderma.

V) Incubagio.

VI) Pode ser usado em campo ou seco e formulado
VII) Secagem.

VIII) Envase.

IX) Armazenamento.

Para garantir o controle de qualidade dos produtos biologicos a base de Trichoderma
artesanal, Sivila e Alvarez (2013) sugerem quatro testes: determinagio do grau de antagonismo,
determinagio da produgio de esporos, determinacio da viabilidade dos esporos e determina-
¢do de contaminantes (pureza).

Contudo, os produtores rurais de agricultura familiar geralmente no possuem uma es-
trutura fisica para realizar os procedimentos para a produgdo de Trichoderma. Na etapa I1I
da produgio, onde um dos processos ¢ a esterilizacio do substrato, muitas vezes é utilizado o
banho-maria, pois os produtores nio possuem autoclave. Na etapa IV, frequentemente a capela
de fluxo laminar ¢ substituida por apenas uma chama sob uma bancada limpa com sabio e
agua sanitaria comercial. A escolha do 1solado e processo de controle de qualidade ¢ depen-
dente de laboratorios de microbiologia para serem realizados, nio sendo possivel a execucio
dos testes nas propriedades rurais (Sivila; Alvarez, 2013).

Todos esses entraves podem diminuir a qualidade do produto final, podendo colocar em
risco a saude dos proprios agricultores e, podendo dispersar organismos indesejaveis no meio
ambiente, como foi observado por Valicente et al. (2018) na avaliacio da qualidade de bioin-
seticidas a base de B. thuringiensis produzidos em propriedades rurais no sistema “on farm’.

Nos sistemas de produgio todos os materiais e reagentes dos meios de cultura, sem excecio,
devem ser esterilizados (autoclavado a 120 °C por 20 a 30 minutos) e inoculados com uma
cepa limpa, sem contaminantes. Entretanto, a producio realizada nas propriedades rurais, em
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sua grande maioria, ndo possui as condicdes exigidas de infraestrutura, seguranca e higiene
(Valicente et al,, 2018). Valicente et al. 2018 analisaram trés amostras de B. thuringiensis
provenientes de producio caseira, em condicdes inadequadas de produgio, sem a higienizacio
e esterilizagio necessaria. Foram identificadas dezenas de espécies de microrganismos distintos
em amostras de produtos que deveriam conter apenas esporos viaveis de Bacillus thuringfensis
e cristais. A identificagio dessas bactérias de diversas espécies mostra que esses produtos
podem causar problemas sérios de satide, o que acaba afetando ndo somente os envolvidos na
producio realizada sem os devidos cuidados higiénicos. Algumas amostras de B. thuringfensis
(Bt) produzidas de forma caseira em propriedades rurais e com meios alternativos ja foram
testadas e consideradas inadequadas a0 uso como biopesticida. Varios tipos de contaminantes
com morfologia e coloragio diferentes as de Bt foram encontrados, incluindo B. cereus e
bactérias do género Microbacterium, que sio patdgenos oportunistas associados a infeccdes
humanas. A prevaléncia de Enterococcus casseliflavus e E. gallinarum mostra-se preocupante,
uma vez que estas espécies tém sido associadas a endocardite (Dargere et al., 2002) e meningite
em humanos ([aria et al., 2005; Antonello et al., 2010. A figura 1 mostra placas com colénias
isoladas de matérias de fermentacio caseira, onde observam-se colonias desuniformes e varias
coloragdes.

Foto: Ubiraci Gomes de Paula Lana

Figura 1. Colonias atipicas isoladas de amostras recebidas de produgdo caseira sem assepsia.
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Consideragoes finais

No processo de producio industrial de Trichoderma o controle de qualidade torna-se
uma etapa fundamental, pois consegue-se determinar a concentragio e viabilidade dos esporos
e a determinagdo de contaminantes algo que nio ¢ possivel de se obter em um sistema de
producio caseira.

Além das questdes de qualidade, a producio caseira pode colocar em risco a saude dos
proprios agricultores alem de poder conter microrganismos indesejaveis a0 meio ambiente.
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Introducio

A ocorréncia de resisténcia de fitopatogenos a principios quimicos tem preocupado a in-
dustria, técnicos e produtores, visto a reducdo de eficiéncia de controle e a falta de perspectiva
a curto prazo de surgimento de novas moleéculas.

Além da questio de resisténcia, em muitos patossistemas, o uso de quimicos nio ¢ eficien-
te, como em doencas do sistema radicular das plantas, devido a nio translocagio de fungicidas
via floema, ndo é possivel atingir os alvos biologicos com aplicacdes foliares. Bem como,
estruturas de resisténcia de alguns patogenos, como os esclerodios, nio sio controlados ou
atingidos de forma adequada por aplicacdes de fungicidas quimicos.

Nesse sentido, o manejo de doencas envolve o uso de bioldgicos, e com isso, muitas em-
presas tém investido em novos biofungicidas, fato que pode ser observado pelo crescimento
apresentado pelo setor, e com projecdes segundo a Associacio Brasileira das Empresas de
Controle Biologicos (ABCBio) de crescimento de 20% ao ano.

O Trichoderma spp. & um dos microrganismos mais estudados no mundo (Bettiol et al.,
2012). Isso se deve a sua alta versatilidade em modos de acio (parasitismo, antibiose, competi-
¢d0) e ainda, induzem resisténcias nas plantas e produzem sideroforos. Sio encontrados em di-
versos ambientes, apresentam rapido crescimento em diversos meios, o que facilita a produgio
massal. Além disso, sio capazes de atuar como bioestimulantes, promovendo o crescimento
vegetal pela liberagio de fitohorménios e solubilizacio de nutrientes (Machado et al., 2012).

Como forma de aumentar a eficiéncia de controle de fitopatdgenos nos cultivos agricolas,
o manejo integrado de quimicos com fungos antagonistas ¢ uma pratica fundamental. Dessa
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forma, a utilizagio de produtos quimicos associados com o controle biologico, em especial as
espécies de Trichoderma, vem sendo expandida.

Assim, o uso associado do controle quimico com o controle biologico pode ser uma
melhor opcio por possibilitar uma interagio positiva quando comparados com os métodos
isolados, obtendo efeitos aditivos ou sinérgicos (Srinivas; Ramakrishnan 2002).

A interagdo positiva de quimicos com biologicos pode estar relacionada ao controle inicial
dos patogenos pelos fungicidas e a estabilizacio posterior dos biologicos, reduzindo dessa
forma a infecgdo de patdgenos (Luz, 2003).

Porém, muitas vezes, a utilizacio de produtos quimicos pode agir de forma indesejada no
desenvolvimento do agente de controle biologico, por reduzir seu potencial de agio ou causar
inviabilizagdo (Avila et al,, 2005; Dias Neto, 2014).

Os fungicidas quimicos podem afetar o crescimento vegetativo, a viabilidade e a con-
diogénese dos antagonistas, afetando os mecanismos de acio ou até mesmo a composicio
genética (Ribas, 2010).

Varias espécies do género Trichoderma sio relatadas como portadoras de uma resisténcia
inata e ou induzidas a muitos fungicidas, no entanto, essa resisténcia ¢ diferente em funcio
do fungicida utilizado (Khan; Shahzad, 2007).

Para a utilizagio adequada de Trichoderma com produtos quimicos € preciso que as mui-
tas variaveis envolvidas sejam consideradas, como a diversidade de ingredientes ativos, as
concentracdes, a associacio de produtos, os diferentes cultivos e a forma de aplicagio dos
produtos.

Ainda, a industria apresenta em seu portfolio uma diversidade de informagdes entre os
fabricantes de biologicos, e em muitos casos desconsidera a forma de aplicagio dos quimicos
ou biologicos, seja em sementes, sulco de cultivo ou aplicacio foliar. Fato que dificulta ao
usuario uma aplicacio com seguranga quanto 4 compatibilidade.

Estudos de compatibilidade com produtos quimicos no tratamento de sementes
das principais culturas agricolas

Nas principais culturas o Trichoderma ¢ posicionado quanto a sua aplicacio de forma
isolada, ou seja, sem misturas com quimicos, exceto quando ¢ utilizado no tratamento de
sementes, nas situagdes em que ¢ realizado o tratamento na propriedade (on farm) ou tra-
tamentos industriais (TSI). Por isso, esse capitulo ird tratar a questio de compatibilidade
considerando o emprego no tratamento de sementes nas principais culturas agricolas, soja,
feijao, milho, algodio e trigo.

Para o estudo de compatibilidades e incompatibilidades, buscou-se compilar as informa-
¢oes dos produtos registrados no Brasil para essas culturas, considerando seus ingredientes
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ativos (Agrofit, c2003). Observa-se uma grande diversidade de produtos, no entanto possuem
muita similaridade quanto aos seus ingredientes ativos, o que pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes ativos registrados para o tratamento de sementes nas principais culturas agri-

colas.

Ingredientes ativos

Culturas agricolas

Azoxistrobina + fludioxonil + metalaxil-M Algodio
Captana Milho
Carbendazim Algodio, feijo, soja e trigo

Carboxina + tiram

Algodio, feijio, milho, soja e trigo

Carbendazim + tiram

Algodao, milho e soja

Difenoconazol Algodao, feijdo, soja e trigo
Difenoconazol+ fludioxonil Soja
Difenoconazol + metalaxil-M Trigo

Fluazinam + tiofanato-metilico

Algodio, feijdo, milho, soja e trigo

Fludioxonil

Algodio, feijio.milho e soja

Fludioxonil + metalaxil-M

Feijio, milho e soja

Fludioxonil + metalaxil-m + tiabendazol

Feijio, milho e soja

Flutriafol Algodao, feijdo, soja e trigo
Ipconazol + tiram Soja
Iprodiona Trigo

Piraclostrobina + tiofanato-metilico

Algodao, feijdo, milho, soja e trigo

Quintozeno Algodio e feijio
Tiram Algodio, milho, soja e trigo
Triadimenol Algodo e trigo

Fonte Agrofit, c2003.

Pode-se observar na Tabela 2, uma revisio de literatura dos trabalhos desenvolvidos de
compatibilidade e incompatibilidade de Trichoderma com ingrediente ativos de fungicidas
citados na Tabela 1, e utilizados nas principais culturas agricolas.
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Tabela 2. Estudos encontrados de compatibilidade/incompatibilidade de Trichoderma spp. com in-

gredientes ativos de fungicidas.

Ingredientes ativos Espécies Compatibilidade Autores
Azoxistrobina + fludioxonil + metalaxil-M Nio relatado
Captana T viride Parcialmente compativel em fungio  Ribas, 2010
T. harzianum do isolado Bhale; Rajkonda, 2015
Gowdar et al., 2006
Carbendazim T viride Incompativel Kumar et. al, 2018
T. harzian Ribas, 2010
T asperellum Ishizuka, 2016
Gowdar et al.,, 2006
Carboxina + tiram Trichoderma sp. Parcialmente compatvel Pandolfo, 2007
Carbendazim + tiram T harzianum Incompativel Dalacosta, 2019
Difenoconazol T harzianum Incompativel Ishizuka, 2016
T asperellum
Fluazinam T Viride Incompativel Ribas, 2010
T harzianum
Fluazinam + tiofanato-metilico T harzianum Parcialmente compativel Dalacosta, 2019
Fludioxonil T harzianum Parcialmente compativel Ishizuka, 2016
T asperellum
Fludioxonil + metalaxil-M T harzianum Compativel Dalacosta, 2019
Fludioxonil + metalaxil-M + tiabendazol T harzianum Parcialmente compativel Ishizuka, 2016
Incompativel
T asperellum
Flutriafol T harzianum Incompativel e Ishizuka, 2016
T asperellum parcialmente compativel em fungio
dos isolados
Ipconazol + tiram Nio relatado
Iprodiona T Viride Incompativel Ribas, 2010.
T harzianum Silva etal., 1999
Piraclostrobina + tiofanato-metilico T harzianum Parcialmente compatvel Dalacosta, 2019
Tiabendazol T harzianum Incompativel Ishizuka, 2016
T asperellum Herrera et al,, 2012
Quintozeno Nio relatado
Tiram T harzianum Compativel Ishizuka, 2016
T asperellum Pandya et al. 2012
Gowdar et al., 2006
Tiofanato metilico T Viride Parcialmente compativel Ribas, 2010
T, harzianum Ishizuka, 2016

Triadimenol

Nio relatado

Observa-se pelos trabalhos de literatura uma caréncia de informacdes, mas de modo geral,
ocorre concorddncias quanto as incompatibilidades ou compatibilidades (Tabela 2), mesmo
com distintas metodologias de avaliacdes.

A compatibilidade ou incompatibilidade esta muito relacionada a sensibilidade dos di-
ferentes isolados de Trichoderma e aos grupos quimicos, como no caso dos benzimidazois,
como o carbendazim e o tiabendazol, os quais nio apresentam compatibilidade (Zambolim

et al., 2007).
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Dalacosta (2019), um dos autores desse capitulo desenvolveu um trabalho objetivando
avaliar a compatibilidade dos principais produtos utilizados no tratamento de sementes de
soja (Tabela 3), a principal cultura agricola do Brasil, com duas formulagdes de Trichoderma
harzianum, bem como testou diferentes metodologias de avaliacio.

O trabalho buscou representar o que acontece efetivamente a nivel de produtor ou no
mercado em relagio ao pacote tecnologico proposto por empresas de agroquimicos. Assim,
optou-se por associagio de ingredientes ativos, presentes nos fungicidas comercias, e que repre-
sentam os maiores mercados considerando o uso no tratamento de sementes de soja no pais.

Avaliaram-se duas formulages de Trichoderma, grinulos dispersiveis em agua (WP) ou
suspensio concentrado (SC), haja visto os estudos até entio realizados ndo tratarem tais dife-
rengas (Tabela 3).

Avaliando a compatibilidade através do crescimento micelial pela metodologia de incor-
poracio dos produtos quimicos no meio de cultura, conforme a dosagem recomendada pelos
fabricantes (Tabela 3).

Foram observados (Tabela 4) que os tratamentos contendo a combinacio de ingredientes
ativos do tratamento 2 (tiram/carbendazim) e o tratamento 3 (tiofanato metilico/ fluazinam)
causaram efeito fungicida sobre o T harzianum, independente da formulagio de Trichoderma
utilizada.

Tabela 3. Ingredientes ativos utilizados no tratamento de sementes de soja e associagdes com formu-
lagdes de Trichoderma harzianum, 2018.

Ingrediente ativo Dose (g.i.a.ha')* Formulagdo do Trichoderma
Piraclostrobina /tiofanato metilico 2,5/ 225

Tiram/ carbendazim 15/ 35 —_—
Tiofanato metilico/ fluazinam 35/ 5.5

Metalaxil-M/fludioxonil 0,5/ 12,5

Piraclostrobina /tiofanato metilico 2,5/ 225

Tiram/ carbendazim 15/ 35 sCH
Tiofanato metilico/ fluazinam 35/ 5.5

Metalaxil-M/fludioxonil 0,5/ 12,5

Testemunha 9 (1x 10° UFC.ml" WP
Testemunha 5 (2x10° UFC.ml") SC

*Dose calculada com base na recomendagio de 50 Kg de sementes de soja por hectare.
WP = Trichoderma harzianum em grinulo dispersivel em agua.

*SC = Trichoderma harzianum em suspensio concentrada.

FC = Unidade formadora de colénia.
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Tabela 4. Crescimento micelial (cm) e inibigio (%) das duas formulagdes de Trichoderma em meio de
cultura modificado com os produtos quimicos na dose de bula, apds 72 horas em BOD a 25£2 °C. 2018.

Formulagio do

Padrio utilizado g o Crescimento micelial (cm) Y% inibicio

87,59

Piraclostrobina /tiofanato metilico L1 d*
100

Tiram/ carbendazim . 0,00 e
Trichoderma WP 0

Tiofanato metilico/ fluazinam 0,00 e
38,88

Metalaxil-M/fludioxonil 547b
86,97

Piraclostrobina /tiofanato metilico L15d
100

Tiram/ carbendazim . 0,00 e
Trichoderma SC 0

Tiofanato metilico/ fluazinam 0,00 e
61,26

Metalaxil-M/fludioxonil 342 ¢

Testemunha Trichoderma WP 8,95a

Testemunha Trichoderma SC 8,83 a

CV (%) 10,33

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste Scott -Knott (P<0,05).

Ja na combinacio do tratamento 1 (piraclostrobina /tiofanato metilico), embora houvesse
desenvolvimento do Trichoderma, a porcentagem de inibicio foi muito elevada, e, apenas no
tratamento 4 contendo (metalaxil-M/ fludioxonil), associado com o Trichoderma em formu-
lacio WP obteve-se certa compatibilidade (Figura 1).
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Bl

Piraclostrobina (2,5 g.i.a/ha)
Tiofanato Metilico (22,5 g.i.a/ha)

Fotos: Nean Locatelli Dalacosta

Trichoderma harzianum

Tiram (15 g.i.a/ha)
Carbendazim (35 g.i.a/ha)

Tiofanato Metilico (35 g..a/ha)
Fluazinam (5,25 g.i.a/ha)

MetalaxilM (0,5 g.i.a/ha)
Fludioxonil (12,5 g..a/ha)

Figura 1. Efeito de diferentes ingredientes ativos no desenvolvimento de T, harzianum, 2018.

Seguindo a mesma linha dos trabalhos in vitro foi determinada a Concentragio Inibitoria
Minima (CIM), pelo método de microdiluicio em calda, conforme o protocolo padronizado
pela NCCLS (c2002), com adaptacdes.

Resultados indicam que na dosagem de bula das combinagdes contendo os ingredientes
ativos tiram/ carbendazim e tiofanato metilico/ fluazinam nio ha desenvolvimento de
Trichoderma (Tabela 5), reforcando o resultado obtido anteriormente. Também foi possivel
observar que a formulagio de Trichoderma SC (liquida) apresentou maior sensibilidade
quando exposta aos produtos quimicos.
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Tabela 5. Concentragio inibitoria minima dos diferentes produtos quimicos e principios ativos sobre
0s ACB em relagio 4 dose de bula, avaliados apds 48 horas de incubagio a 25 £2 °C. 2018.

Formulagdo do agente de controle

Padrio utilizado Trichoderma Trichoderma
SC

Piraclostrobina /tiofanato metilico 2x* 2x
Tiram/ carbendazim Ix hx
Tiofanato metilico/ fluazinam Ix X
Metalaxil-M/ fludioxonil 2x 2x

Principios ativos Dose inibitoria equivalente (g.i.a.ha')
Piraclostrobina /tiofanato metilico 5/45 5/45
Tiram/ carbendazim 15/35 75/17
Tiofanato metilico/ fluazinam 35/5.25 8,75/13
Metalaxil-M/ fludioxonil 1/25 1/25

*Concentragio de inibigio minima dos ACB em relagio 4 dosagem de bula dos produtos.

Com a hipotese que a campo a exposicio a doses elevadas de produtos quimicos ¢ baixa,
visto os fatores edafoclimaticos e de estabilidades dos proprios produtos, buscou-se uma me-
todologia que se assemelhasse & modalidade de emprego no tratamento de sementes. Dessa
maneira, realizou-se um experimento considerando a incorporacio do Trichoderma no mo-
mento da semeadura.

Para isso, as sementes foram tratadas com os produtos quimicos na dosagem recomendada
pelo fabricante (Tabela 3) e com volume de calda final de sete (7) mL/kg. semente”, estas agi-
tadas até a homogeneizacio. Apos 35 dias do tratamento quimico das sementes, e simulando
um processo de adicio do produto biolégico no momento da semeadura, as formulagdes do
Trichoderma foram adicionadas conforme as dosagens recomendadas pelo fabricante (Tabela
3) com volume de calda final de sete (7) mL.Kg. semente”. Apds esse processo, foi disposta
uma semente por placa de Petri contendo meio BDA, contemplando dessa forma o tempo
zero, com quatro repeticdes.

Fot avaliado o crescimento micelial do Trichoderma em funcio de diferentes tempos de ar-
mazenamento das sementes (0, 6, 12, 18 horas), simulando uma condicio onde o Trichoderma
for inserido na semente, porém ndo realizada a semeadura imediatamente. As sementes foram
armazenadas em temperatura ambiente & sombra e apos dispostas nas placas, foram incubadas
em BOD a 25£2 °C. A avaliagio do crescimento micelial foi realizada apds 18 horas do tra-
tamento, com o auxilio de um paquimetro, medindo o didmetro da colonia em centimetros.
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Tabela 6 - Crescimento micelial (cm) de Trichoderma em diferentes tempos de armazenamento das
sementes (0, 6, 12 e 18 horas) apds o tratamento com os produtos quimicos, avaliados 18 horas apos o
tratamento. Reducio percentual em relacio ao controle (% R).2018.

Tratamentos** 0h %R 6h %R 12h % R 18h % R Mq:cll{ia
1 7,05 a* 11,87 7,65 437 7752 312 735a 8,12 6,87
2 3,00 ¢ 62,5 470 ¢ 4125 485b 39,37 385¢ 51,87 48,75
3 710 a 11,25 7302 8,75 7852 187 7552 5,62 6,87
4 745a 6,87 6,952 1312 6652 16,87 6,25b 2187 14,68
5 555b 30,62 6,10b 2375 465b 41,87 505b 36,87 33,28
6 0,00 d 100 0,00 100 0,00 d 100 0,00 d 100 100
7 45b 40,62 0,00e 100 0,00d 100 0,00d 100 85,15
8 570b 28,75 345d 5687 235c 70,62 265¢ 66,87 55,78
9 8,00 a - 8,00a - 8,00 a - 8,00 a
10 8,00 a - 8,00a - 8,00 a - 8,00 a
Meédia 5,66 36,56 5,21 43,51 5,01 46,71 4,87 48,90 43,92
CV (%) 14,89 14,19 15,97 18,40

“Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem estatisticamente pelo teste Scott -Knott (P<0,05). **Tratamentos: -Piraclostrobina
/tiofanato metilico; 2-Tiram/ carbendazim; 3-Tiofanato metilico/ fluazinam; 4- Metalaxil-M/fludioxonil; 5- Piraclostrobina /tiofanato metili-
¢0; 6- Tiram/ carbendazim; 7- Tiofanato metilico/ fluazinam; 8- Metalaxil-My/fludioxonil; 9- Testemunha ( Trichoderma WP); 10 - Testemunha
(Irichoderma SC). Os tratamentos de 1 a 4 foram associados a formulagio Trichoderma WP e de 5 a 8 associados ao Trichoderma SC.

Os resultados indicaram que as combinagdes de produtos atuaram de forma diferente
sobre o crescimento do Trichoderma. A medida que o tempo de armazenagem aumentou,
houve redugdo de crescimento do Trichoderma quando comparado com a testemunha, fato
que era esperado, visto a0 maior tempo de contato entre o produto biolégico e o tratamento
quimico (Tabela 6).

E possivel observar que os produtos a base dos ingredientes ativos tiram/ carbendazim
¢ tiofanato metilico/fluazinam que ndo possibilitaram o crescimento do Trichoderma nos
experimentos anteriores (Tabelas 4 e 5), permitiram o desenvolvimento do Trichoderma na
formulacio WP. Ja para a formulacio SC, esses principios ativos tiveram efeito fungicida
sobre o Trichoderma (Figura 2).
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Fotos: Nean Locatelli Dalacosta

Figura 2 - Crescimento micelial de Trichoderma na semente, associado com os tratamento quimicos.
(A) T harzianum formulagio WP sem a presenca do tratamento quimico (testemunha). (B) T
harzianum em formulagio WP + piraclostrobina /tiofanato metilico. (C) T harzianum formulacio
SC sem a presenca do tratamento quimico (testemunha). (D) T harzianum em formulagio SC +
Trichoderma SC + Tiram/ carbendazim.

Novamente a formulagio de Trichoderma SC (liquida) foi mais afetada pelos produtos
quimicos, este fato pode estar associado a hidratagio dos esporos na solucio, o que permite
0 maior contato com a solugio, no caso ingredientes ativos. Na formulagio WP, o esporo
esta intacto e ha a necessidade de uma hidrataio inicial, fato que prolonga a vida util do
Trichoderma.

Com base nesses experimentos foi possivel observar que os tratamentos contento os in-
gredientes ativos piraclostrobina /tiofanato metilico e metalaxil-M/ fludioxonil foram menos
agressivos a0 Irichoderma quando incorporados a0 meio de cultura. Quando incorporados
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na semente, soma-se a esses, o tratamento contendo tiofanato metilico/ fluazinam para a
formulagio WP. A ndo compatibilidade com tiram+carbendazim possivelmente esta relacio-
nado a sensibilidade de Trichoderma ao grupo dos benzimidazois, nesse caso o carbendazim
(Zambolim et al., 2007).

Ainda com relagio ao tratamento de sementes (TS) de soja, por uma outra metodologia,
estudou-se a viabilidade da associagio do tratamento quimico (fungicidas) com o biologico a
base de Trichoderma harzianum, em dois lotes de sementes, com baixo vigor (74,0 %) e alto
vigor (92,0 %), quando armazenadas em diferentes periodos de tempo: 14 horas, 7 dias, 15 dias
e 30 dias apds o TS (dados do autor, Furlan, 2010).

Este trabalho visou avaliar a compatibilidade de trés fungicidas para TS de soja com uma
formulagio em p6 molhavel de Trichoderma. Foram utilizadas 400 g de sementes por trata-
mento, tratando-as inicialmente com agua+ fungicida e em seguida, com o produto biologico
nas dosagens de recomendacio de uso.

As sementes foram divididas em quatro partes iguais para serem tratadas e utilizadas de
acordo com os diferentes tempos de armazenamento, em condi¢des ambientes de laboratorio,
acondicionadas em sacos de papel. Seguindo o tempo de armazenamento de cada tratamento,
as sementes tratadas foram transferidas para placas de Petri contendo papel de filtro embebi-
dos em 4gua destilada (Bloter-test). Permaneceram incubadas em BOD por 7 dias, fotoperiodo
de 12 horas ¢  temperatura de 26-27 °C para favorecer o agente biologico. As sementes com as
colonias do fungo antagonista foram avaliadas e contadas com o auxilio de um microscopio
estereoscopico.

Os tratamentos fungicidas (Tabelas 7 e 8, respectivamente para as sementes de baixo e de
alto vigor) incluiram entre eles o fungicida fluquinconazole, que na época da execugio do tra-
balho era recomendado para o controle da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi). Atual-
mente 0 mesmo nio faz parte das recomendacdes para TS de soja, sendo um fungicida triazol
formulado com um Ginico ativo. O tratamento testemunha absoluta refere-se s sementes nio
tratadas com nenhum dos produtos (quimicos ou biolégico), e que por isso, justifica-se nele a
auséncia do crescimento de colonias de Trichoderma nas sementes incubadas.

Os dados foram obtidos pela contagem das sementes com a presenca do agente biologico;
foram transformados em porcentagem e apresentados para cada um dos dois lotes de sementes
utilizados nas Tabelas 7 ¢ 8.

Tanto para as sementes de baixo vigor como as de alto vigor, observa-se que houve colo-
nizacio significativa de Trichoderma nas sementes tratadas com o antagonista, sem a presenca
dos quimicos; no entanto, isso ocorreu somente quando elas permaneceram armazenadas por
algumas horas (tempo de 14 horas apds o tratamento). Portanto, quando associado ao trata-
mento quimico o mesmo nio ocorreu. O periodo de armazenamento exerceu um efeito nega-
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tivo na sobrevivéncia do agente biologico, independente da qualidade fisiologica das sementes.
Ja a partir do periodo de 14 horas, houve menor crescimento das col6nias e praticamente nio
houve crescimento delas quando associado aos fungicidas, independente do ingrediente ativo
(Tabelas 7 e 8 e Figuras 3 e 4).

Finalmente, neste trabalho, nenhuma das combinagdes testadas do biolégico com os qui-
micos fol positiva a ponto de justificar a pratica da mistura dos produtos, principalmente
com o maior tempo de exposi¢io, constatando a queda significativa de sobrevivéncia do
Trichoderma. Apesar disso, como ja discutido aqui, os resultados da inibigio do antag6nico
podem ser menos drsticos em condigdes de campo, por diversos efeitos relacionados a outros
fatores aqui ndo considerados pelas condigdes de laboratorio em que este ensaio foi executado.

Tabela 7. Sementes de soja com baixo vigor (74%): porcentagem de sementes com a presenga de co-
16nias de Trichoderma harzianum apds o tratamento quimico e/ou bioldgico, em diferentes periodos
de armazenamento. Sementes incubadas em BOD a 25 a 26 °C e fotoperiodo de 12 horas por 7 dias.

Tratamentos Y% Sementes colonizadas com Trichoderma

Perfodos de armazenamento das sementes apos o tratamento

14 horas 7 dias 15 dias 30 dias
1 - Trichoderma 100 78,5 56,5 19,0
2 - Trichoderma + Fluquinconazole 14 0 0 0
3 - Trichoderma + Fluquinconazole + Carboxin/ Tiram 4 0 0 0
4 - Trichoderma + Carbendazim/Tiram 10 0 0 0
5- Testemunha absoluta 0 0 0 0

*Doses utilizadas em g. ou mL por 100 kg. semente: 1- Trichoderma (500g); 2- Trichoderma + fluquinconazole (500g. + 300mL); Trichoderma
+ fluquinconazole + carboximy/ Tiram(500g + 300mL. + 200mL); 4- Trichoderma + carbendazim/Tiram (500g. + 200ml).

Tabela 8. Sementes de soja com alto vigor (92%): porcentagem de sementes com a presenca de co-
16nias de Trichoderma harzianum ap0s o tratamento quimico ¢/ou biologico em diferentes periodos
de armazenamento. Sementes incubadas em BOD a 25 a 26 °C ¢ fotoperiodo de 12 horas por 7 dias.

Tratamentos Y% Sementes Colonizadas com Trichoderma

Periodos de armazenamento das sementes

14 horas 7 dias 15 dias 30 dias
1 - Trichoderma 9% 90 87,5 2,0
2 - Trichoderma + Fluquinconazole 22 0 0 0
3 - Trichoderma + Fluquinconazole + Carboxin/ Tiram 2 0 0 0
4- Trichoderma + Carbendazim/Tiram 12 0 0 0
5- Testemunha absoluta 0 0 0 0

*Doses utilizadas em g. ou mL por 100 kg. semente: 1- Trichoderma (500g); 2- Trichoderma + fluquinconazole (500g. + 300mL); Trichoderma
+ fluquinconazole + carboximy/ Tiram(500g + 300mL. + 200mL); 4- Trichoderma + carbendazim/Tiram (500g. + 200ml).
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Figura 3. Sementes tratadas com Trichoderma harzianum, 14 horas apds o armazenamento (2 esquer-
da), e sementes tratadas com fungicida + T harzianum apos 7 dias de armazenamento, mostrando a
auséncia do agente biologico por incompatibilidade (2 direita).

Fotos: Silvinia Helena Furlan

Figura 4. Detalhe de semente tratada com Trichoderma harzianum apés 14 horas do tratamento (a
esquerda) e tratada com T harzianum + fungicida, armazenada por 7 dias (d d1re1ta) avaliadas pelo
Bloter-test. Na primeira observam-se colonias de Trichoderma e na segunda sua auséncia pelo uso do
fungicida e/ou pelo efeito do armazenamento.

Outro experimento conduzido pelo autor (Furlan, 2008) no Instituto Biologico, refere-se
a seletividade de trés fungicidas, procimidone, fluazinam e azoxistrobina para dois produtos
formulados a base de Trichoderma harzianum, um na formulacio pd molhavel e o outro em
6leo (liquido). Foi avaliada a compatibilidade in vitro entre os principios ativos e o antagonis-
ta. Os produtos foram selecionados pelo fato de serem empregados no manejo das doencas
do feijoeiro, especialmente para o mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum e
ainda, para outros fungos de solo nesta cultura.
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Foram utilizadas as concentracdes de 0, 10 e 100 ppm 1.a. dos fungicidas, os quais foram
incorporados ao meio de BDA, distribuidos em placas de Petri, as quais apos a solidificagio do
melo, recebeu na sua superficie uma aliquota 1,0 mL de cada um dos dois produtos biologicos,
sendo ambas as formulacdes diluidas na mesma proporgio (1x10” ufc/ml).

Apds o periodo de incubagio das placas, realizou-se uma avaliagio qualitativa das colonias
do Trichoderma harzianum, baseada no crescimento micelial e na esporulacio, esta visualizada
pela coloracio tipica (esverdeada), considerando-se que a testemunha (0 ppm 1.a. dos fungicidas)
apresentava a maxima esporulacio e coloracio verde intensa, tipica da colonia de Trichoderma.
Assim, atribuiu-se nas placas testemunhas sem fungicida a nota maxima, de acordo com a escala
empregada, representada pelo recobrimento de toda a placa e pela coloracio. As notas variaram
de 1,0 a 4,0, sendo 1= auséncia de esporulagio e colonia esbranquicada, 2= baixa esporulacio
e colonia verde claro; 3= moderada esporulacio e verde escuro e 4,0= elevada esporulagio e
coloracio verde escuro.

De acordo com os resultados (Tabela 9), as testemunhas (0 ppm 1.a.) tiveram nota maxima
(4,0) com esporulagio abundante, havendo diferencas visuais de coloracio/esporulagio entre os
tratamentos. Fluazinam foi o fungicida menos seletivo, apresentando as menores notas, ou seja,
exerceu uma maior inibicio sobre a esporulagio do Trichoderma. Enquanto que azoxistrobina e
procimidone exerceram uma menor inibi¢io sobre as colénias de Trichoderma, principalmente
quando este foi formulado em 6leo (forma liquida) comparado & formulagio WP.

Apesar da inibicdo do Trichoderma nas associagdes com os quimicos nio tenha sido com-
pleta, de acordo com as expectativas, acredita-se que no campo a agio dos produtos quimicos
seja ainda menos agressiva devido a influéncia dos fatores externos do ambiente, evitando um
contato tdo intenso entre o quimico e o bioldgico. O emprego isolado do bioldgico possi-
velmente seja mais eficiente do que aquele combinado com os fungicidas aqui avaliados, ou
ainda, com outros ingredientes ativos comumente empregados na cultura.

Tabela 9. Seletividade de trés fungicidas (procimidone, fluazinam e azoxistrobina) a duas formulacdes
de Trichoderma virides, em p6 molhavel e em 6leo, avaliada pela intensidade de esporulagio das colé-
nias crescidas em BDA (notas de 1 a 4, onde 1= auséncia de esporulacio e 4 = maximo de esporulagio/
coloragio), apds 5 dias de incubagio.

Formulagio de Intensidade de esporulagio do Trichoderma
T. virides (notas de 12 4)

concentragdes dos fungicidas em ppm i.a. 0,10 e 100

Procimidone fluazinam azoxistrobina
0 10 100 0 10 100 0 10 100
WP 4,0 2,5 2,5 4,0 2,0 2,0 4,0 38 1,8

Oleo 40 3,0 2,7 4,0 22 20 4,0 4,0 3,5
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Consideragoes finais

Trichoderma preferencialmente deve ser utilizado de forma isolada sem associagio com os
quimicos no tratamento de sementes;

A compatibilidade ou a incompatibilidade esta relacionada aos ingredientes ativos, mas
tambeém existe diversidade de resposta em fungio da espécie de isolados de Trichoderma;

Os estudos realizados com os principais ingredientes ativos, utilizados no tratamento de
sementes das principais culturas agricolas, demonstram maior incompatibilidade com os
ingredientes ativos carbendazim, difenoconazol, fluazinam, iprodiona e tiabendazol,

A formulacio de Trichoderma po-molhavel (WP) demonstrou uma maior resposta em
relacio a compatibilidade, quando comparado as formulagdes oleosa e suspensio concentrada
(SC); assim indica-se uma preferéncia a formulacio WP quando se busca a associagio com
quimicos; no entanto, estas respostas podem variar de acordo com o patossistema e as diversas
condicdes do ambiente a que € exposto.

O tempo de exposicio do Trichoderma ao ingrediente ativo tem relagio direta na incom-
patibilidade; dessa forma, quando for considerado o uso de Trichoderma com quimicos em
tratamento de sementes, a semeadura deve ser realizada imediatamente apos essa operacio;

As pesquisas de compatibilidade, na sua grande maioria, sio realizadas em metodolo-
gias in vitro ou condicdes controladas, que sio importantes como referéncia. No entanto, a
resposta a campo pode diferir considerando a dispersio dos ingredientes ativos no solo e a
estabilidade do agente bioldgico, alem da influéncia de iniimeros fatores externos.

E necessario ainda pesquisas, considerando principalmente as distintas interacdes, a varia-
bilidade de Trichoderma, a vasta disponibilidade de ingredientes ativos de diferentes classes, as
condicdes de aplicacdes e ainda, as diversidades edafoclimaticas.
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em mofo-branco
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Introducio

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é o agente causal do mofo-branco, uma
doenga de importancia mundial, que afeta a produtividade de inumeras culturas como a soja
[(Glycine max (L.) Merr.], feijio (Phaseolus vulgaris L.), canola (Brassica napus L.), algodio
(Gossypium hirsutum L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), batata (Solanum tuberosum L.),
girassol (Helianthus annuus L.), tomate (Solanum Iycopersicum L.), ervilha (Pisum sativum
L.), entre outras (Boland; Hall 1994; Lobo Junior. et al., 2000; Jaccoud Filho et al., 2017).

O patogeno produz estruturas de sobrevivéncia denominadas esclerodios, que permane-
cem 1o solo e constituem a fonte primaria de indculo do mofo-branco. Em condicdes de
elevada umidade do solo, temperaturas em torno de 15 e 20 °C e sombreamento do solo, os
esclerodios germinam, produzindo estruturas infectivas (micélio ou ascosporos) capazes de
desencadear a doenga nas plantas hospedeiras (Meyer et al., 2010; Peltier et al., 2012; Jaccoud
Filho et al., 2017).

O manejo do mofo-branco requer a adogio conjunta de medidas culturais, uso de fungi-
cidas e de agentes de controle biologico, com o objetivo de prevenir e controlar a doenca nas
plantas e de reduzir a quantidade de inoculo (Meyer et al., 2016). A redugio da populacio de
esclerodios (fonte do indculo inicial) no solo é um elemento-chave para o manejo integrado
da doenca.

O controle biologico de S. sclerotiorum ocorte principalmente pela acio de microrganis-
mos que parasitam e degradam os esclerodios no solo, reduzindo a densidade de inoculo do
patogeno nas areas infestadas. Dentre esses microrganismos, os mais amplamente utilizados
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1o Brasil sio algumas espécies do fungo Trichoderma e da bactéria Bacillus, ja havendo mais
de 30 produtos registrados e disponiveis no mercado (Meyer et al., 2016; Agrofit, ¢2003).

A acio de Trichoderma spp. ¢ extremamente dependente de condicdes ambientais
favoraveis a0 seu estabelecimento no solo, o que pode limitar sua eficiéncia de controle
sobre os fitopatgenos (Lobo Junior. et al,, 2018; Ghazanfar et al., 2018). Essa condigio é a
principal causa de variagdes nos resultados de experimentos de eficiéncia de biocontrole de S.
sclerotiorum por Trichoderma spp. (Meyer et al., 2016), conduzidos em diferentes municipios.

Outras causas de variagio de resultados podem ser melhor controladas, e sio relacionadas
aos procedimentos de laboratorio que verificam a eficiéncia dos tratamentos biologicos. A efi-
ciéncia de agentes de biocontrole na inviabilizagio de esclerddios de S, sclerotiorum na cultura
da soja vem sendo avaliada desde 2012, pela rede de ensaios cooperativos de controle biologico
de mofo-branco, conduzidos por pesquisadores de diversas instituicdes de pesquisa e experi-
mentagdo no Brasil. Este capitulo apresenta o método empregado nesses ensaios, repetidamen-
te testada e aperfeicoada. Aqui, ¢ dada énfase & padronizacio dos procedimentos de campo e
de laboratorio, para minimizar erros experimentais e garantir a robustez de resultados.

Producio de esclerodios em laboratorio

Os esclerodios de S. sclerotiorum utilizados nos ensaios cooperativos sio produzidos em
laboratério, com o objetivo de obter esclerodios livres de possiveis contaminacdes por agentes
de controle biologicos provenientes do campo. A produgio dos esclerddios geralmente € feita
em grios de feljdo ou em grios de aveia, autoclavados.

Para producio de esclerodios em grios de feijio, adotase a metodologia adaptada de
Garcia et al. (2012). Sio utilizados frascos de vidro com tampa rosqueada tipo Schott-Duran
(cap. 500 mL) ou Erlenmeyers de 250 mL, nos quais sio adicionados 100 g de graos de feijio
umedecidos com 10 mL de agua, autoclavando por 20 minutos a 120 °C. Apos repouso de 24
horas, adiciona-se aos grios de feijio autoclavados, cinco discos de micélio de S. sclerotiorum
oriundos de col6nias multiplicadas em meio BDA, a 24 °C; por cinco dias. Os frascos sio
mantidos a 20 °C, fotoperiodo de 12 horas, até a formacio dos esclerodios (cerca de 30 dias).
Nos trés primeiros dias apds a repicagem dos discos de micélio de S. sclerotiorum, observar
se hd produgio de micélio branco abundante, que indica a colonizagio dos grios por S.
sclerotiorum. Caso contrario, recomenda-se aumentar cuidadosamente a umidade dos grios,
adicionando de 1 a 2 mL de 4gua destilada autoclavada, evitando-se 0 empogamento de agua
no fundo dos frascos. Deve-se homogeneizar o crescimento micelial na massa de fetjdo diaria-
mente, por meio de agitagio manual cuidadosa dos frascos por 30 segundos. Caso os frascos
ndo sejam agitados, em poucos dias ha formagio de uma massa compacta de micélio, grios e
posteriormente esclerodios, que dificilmente sdo separados.



Avaliagio i campo de trichoderma em mofo-branco 341

Para produgio de esclerddios em gros de aveia, utiliza-se 300 g de grios de aveia em casca,
em frascos Schott-Duran (cap. 1000 mL), adiciona-se 250 mL de agua, autoclavando duas vezes
por 30 minutos a 120 °C, em intervalos de 24 horas. Apos repouso de 24 horas, adiciona-se
a avela autoclavada, 10 discos de micélio de S. sclerotiorum oriundos de colonias multipli-
cadas em meio BDA, a 24 °C, por cinco dias. Os frascos sio mantidos a 20 °C, fotoperiodo
de 12 horas, até a formagdo dos esclerodios (cerca de 25 dias). Nos trés primeiros dias apos
a repicagem dos discos de micélio de S. sclerotiorum, deve-se homogeneizar o crescimento
micelial na massa de feijio, por meio de agitagio manual suave dos frascos por 30 segundos,
aintervalos de 12 horas. Esse método pode ser adaptado, utilizando-se sacos plasticos autocla-
vaveis em substituicio aos frascos Schott-Duran®, visando aumentar o volume de produgio
de esclerodios.

Instalagio do ensaio a campo

Os ensaios sao conduzidos em area de lavoura de soja, em sistema de semeadura direta
sobre palha, com uniforme cobertura de solo com palhada de graminea, como aveia, trigo,
cevada, milheto, braquiaria, etc. O delineamento experimental utilizado € o de blocos casua-
lizados, com parcelas de seis linhas de 6 m e quatro repeticdes, considerando-se como parcela
atil as quatro linhas de 5 m centrais.

Amostras contendo 30 esclerodios sio colocadas em sacos de tela de nailon com malha
inferior a 1,0 mm (Figura 1) e dispostas em bandejas de isopor (tipo marmita), com o fundo
perfurado (Figura 2), para garantir a drenagem da agua da chuva. As bandejas sio preenchidas
com solo de barranco ou subsolo ou solo autoclavado. Nio ¢ utilizado solo da lavoura para
evitar contaminacio com populagdes nativas de Trichoderma spp.

As bandejas sdo distribuidas no centro das parcelas e acomodadas de forma que metade
de sua altura fique abaixo da superficie do solo. Cada bandeja recebera um saquinho de tela
contendo os esclerddios (Figura 3), que deverd ser levemente afundado no solo no centro da
bandeja, de forma que sua face superior fique nivelada com a superficie do solo da bandeja.

Em seguida, cada bandeja recebera uma cobertura uniforme de palhada picada (Figura 4).
Essa cobertura devera ser proveniente da graminea utilizada como cobertura de solo, devendo-
se utilizar apenas as partes aéreas da mesma, que ndo tenham tido contato com o solo. Regar
as bandejas com agua, ap6s a cobertura com palha, para a acomodacio da mesma na superficie
do solo e garantia de umidade para os esclerodios.
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Fotos: Mauricio Conrado Meyer

Figura 1. Saquinhos de tela de nailon com malha inferior a 1,0 mm, contendo amostras de esclerddios

Fotos: Mauricio Conrado Meyer
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Figura 2. Bandejas de isopor (tipo marmita) perfuradas no fundo

Os tratamentos sio aplicados com as plantas de soja em estidio V2 e V4, em dias nublados ou
chuvosos, ou no final da tarde (a condigio ideal € a de ocorréncia de chuva logo apos a aplicacio).
Para as pulverizagdes sio utilizados pulverizador pressurizado por CO,, composto por barra com
quatro pontas de jato plano e calibrado para vazio de 150 litros de calda por hectare. Entre as
aplicagdes de cada tratamento devesse realizar uma boa lavagem do interior do pulverizador, esgo-
tando-se um frasco (garrafa pet) de 2,0 L de dgua. Essa lavagem do interior do equipamento de pul-
verizacio deve ser realizada fora da area do ensaio, com direcio do vento contraria ao experimento.
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Fotos: Mauricio Conrado Meyer

Figura 3. Posicionamento da amostra de esclerddios na bandeja

Fotos: Mauricio Conrado Meyer
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Figura 4. Cobertura das bandejas com palhada de graminea

Avaliagio da viabilidade dos esclerodios

O efeito dos tratamentos de biocontrole sobre a viabilidade de esclerddios de S.
sclerotiorum é avaliado pelos pesquisadores que conduzem os ensaios, em seus respectivos
laboratérios, para evitar possivel interferéncia do transporte nos resultados.

As amostras de esclerodios sio recolhidas aos 20 dias apos a Ultima aplicagio de bio-
fungicidas, quando a soja se encontra entre os estadios V6 e V7 de desenvolvimento, acondi-
cionando-se individualmente cada saquinho de tela em sacos de papel devidamente limpos,
identificados e imediatamente encaminhadas ao laboratério.
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Germinagio carpogénica, colonizagio por Trichoderma spp. e viabilidade dos
esclerodios

As avaliagdes de viabilidade dos esclerodios sdo realizadas em caixas de acrilico tipo Ger-
box transparente (11 11 3,5 cm), contendo aproximadamente 200 g de solo de barranco
autoclavado, umedecido até atingir 90% da capacidade de campo. So avaliados todos os 30
esclerodios de cada amostra (120 esclerddios por tratamento).

Em cada caixa Gerbox os esclerddios sio dispostos em esquema 6 X 5 na superficie do
solo, fazendo-se uma leve pressio para que se acomodem e mantenham a mesma posi¢io
(Figura 5). Nio ¢ feita nenhuma assepsia dos esclerddios, mas as caixas devem ser cobertas
com suas devidas tampas. Tampas arranhadas ou foscas devem ser evitadas, pois a formacio
de apotécios precisa de luz. Em seguida, as caixas Gerbox sio incubadas em cimaras com tem-
peratura de 19 °C (+2 °C) e fotoperiodo de 12 horas (duas limpadas fluorescentes brancas de
20W ou LED de 9W e uma limpada de luz negra 15W). E importante padronizar a iluminacio
no ambiente de incubagio, de modo que todas as caixas com esclerodios recebam a mesma
intensidade luminosa. Esta padronizacio pode ser feita contando-se com limpadas da mesma
idade, sendo que limpadas fluorescentes brancas podem ser substituidas por limpadas LED.
A germinacio carpogénica deverd comecar num periodo de 20 a 30 dias com a formacio de
estipes, e de apotécios normalmente a partir dos 40 dias, quando entio as leituras deverio ser
realizadas (Figura 6).

Pardmetros avaliados:

- Percentual de germinacio carpogénica (esclerodios com apotécios ou estipes);

- Percentual de esclerddios colonizados por Trichoderma spp. (avaliagio visual);

- Percentual de esclerodios inviaveis (podres) - apertar com pinca para avaliar se estio
integros (firmes) ou podres (moles). Considerar os podres como inviaveis.

Fotos: Mauricio Conrado Meyer
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Figura 5. Acondicionamento dos esclerodios em gerbox com solo umedecido a 90% da capacidade de
campo, incubados a 19 C (+2 °C) e fotoperiodo de 12 horas




Avaliagio A campo de trichoderma em mofo-branco 345

Fotos: Mauricio Conrado Meyer
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Figura 6. Aspectos da analise de v1ab111dade de esclerodlos sadlos (esquerda da lmha Vermelha)
colonizados por agentes de biocontrole (direita da linha vermelha)

Germinagio miceliogénica

A avaliagio da capacidade de germinacio miceliogénica dos esclerodios nio é mais rea-
lizada nos ensaios cooperativos de controle bioldgico de mofo-branco em soja desde 2015,
pois os resultados constantemente indicam nio haver redugio desse tipo de germinagio em
fungio dos tratamentos com biofungicidas. Esse fato revela que um minimo de reserva re-
manescente nos esclerodios, mesmo que parasitados por Trichoderma spp. € suficiente para
gerar micelio de S. sclerotiorum. Entende-se, inclusive, que a germinagio miceliogénica tem
pouca importincia epidemiologica na cultura da soja.

Para as avaliacdes de germinacio miceliogénica sio utilizados 20 esclerodios por amostra
(80 esclerodios por tratamento), ndo desinfestados para ndo interferir na avaliagio da incidéncia
de Trichoderma spp. Posteriormente, os esclerodios sio depositados em placas de Petri (cinco
esclerodios por placa), contendo meio de cultura BDA modificado para uma concentragio
reduzida em 1/3 dos ingredientes batata e dextrose, acidificado com acido latico para pH 4,0
(BDA pobre acidificado). Ao meio ainda fundente ¢ adicionado 250 pl de dispersante Triton e
0,2 g de antibidtico oxitetraciclina (pode ser substituido por estreptomicina), por litro de meio.
As placas com os esclerddios sio incubadas a 23 °C e auséncia de luz, sendo a primeira avaliagio
realizada aos cinco dias apds o inicio da incubacio e, a segunda, aos 10 dias. A germinacio
miceliogénica dos esclerodios é expressa em percentual de esclerodios que geraram micelio de
S. sclerotiorum. Pode-se ainda avaliar o percentual de esclerddios colonizados por Trichoderma
spp. ¢ a integridade dos esclerodios (% de esclerodios inviaveis).
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Introducio

O arroz ¢ um dos alimentos mais importantes do mundo, visto que é a principal fonte
alimentar para a metade da populacio mundial e responsavel por 25% a 80% do fornecimento
das calorias na dieta diaria; portanto, considerado uma cultura essencial para a seguranca
alimentar (Walter et al., 2008; Serraj et al., 2009). Agronomicamente, a espécie Oryza sativa é
a mais bem-sucedida das espécies cultivadas (Ouko, 2003), sendo classificada nas subespécies
indica e japonica, as quais se diferenciam pela adaptacio a diferentes fatores ambientais, tais
como fotoperiodo e condi¢des de umidade e temperatura (Cheng et al., 2002). Apds muitos
anos de melhoramento genético, existe atualmente uma diversidade de genotipos adaptados
aos diferentes regimes hidricos (Degenkolbe et al., 2013; Terra et al., 2013), o que resultou na
classificagio de trés tipos principais de ecossistemas para o seu cultivo: irrigado por inundagio
com controle de ldmina de agua, irrigado por inundacio sem controle de limina de agua e
terras altas com ou sem irrigagdo, com representatividade de 75%, 19% e 4% de producio
de arroz, respectivamente, sendo a area cultivada total de 150 milhdes de hectares em nivel
mundial (Kikuta et al., 2016).

No Brasil, grande parte das lavouras de arroz de terras altas esta localizada nas regides dos
Cerrados, que se concentram, principalmente, nos Estados de Mato Grosso, Goias, Tocantins,
Roraima, Pard e Maranhio (Guimaries et al., 2006; Oliveira Neto, 2015). Entre os anos de
2006 € 2016, 0 arroz de terras altas reduziu sua area de cultivo em 65% (1.613.894 para 563.941
hectares) e a producio em 62% (2.835.877 para 1.091.343 toneladas); contudo aumentou a
produtividade em 10% (1.757 para 1.935 kg ha). Para o arroz irrigado, os Estados do Rio
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Grande do Sul e Santa Catarina, sio os principais produtores, mas também existem areas de
cultivo no Tocantins. Entre os anos de 2006 e 2016, o arroz irrigado aumentou sua area em 4%
(1.319.274 para 1.375.129 hectares); producio em 11% (8.597.497 para 9.550.454 toneladas) e a
produtividade em 6,5% (6.517 para 6.945 kg ha) (Embrapa Arroz e Feijdo, 2015).

As doengas na cultura do arroz

A cultura do arroz em todas as fases de desenvolvimento esta sujeita ao ataque de doengas
que reduzem a produtividade e a qualidade dos grios. A prevaléncia e a severidade das doen-
¢as dependem da presenga de patogeno virulento, ambiente favoravel e da suscetibilidade da
cultivar. Existem mais de 80 doencas causadas por patogenos, registradas em diferentes paises.
No Brasil, o numero exato de doengas do arroz ainda ndo esta definido, sendo que algumas
delas, que ocorrem em escala menor, nio foram relatadas.

Dentre as doengas que ocorrem na cultura do arroz, a brusone, causada por Magnaporthe
oryzae se destaca pela complexa biologia do patdgeno, caracterizada pela variabilidade natural
encontrada nas populacdes deste patogeno e pela rapidez com que se adapta ao hospedeiro
resistente. Cultivares de arroz geneticamente melhoradas para resisténcia a M. oryzae sio
rapidamente sucumbidas por racas do patdgeno, previamente em baixa frequéncia. O cultivo
de arroz em areas extensas, sob condicOes de alta pressio requer a insergdo de agentes biologicos
no manejo. Agentes bioldgicos exercem multiplas funcdes, como a promogdo do crescimento,
a indugdo de resisténcia e o antagonismo contra fitopatogenos. Agentes biologicos, ao
contrario da maioria das moléculas de defensivos quimicos, possuem diferentes modos de
acio, com fungdes distintas que agem em sinergia, dificultando o surgimento de isolados
resistentes em uma populacio de fitopatdgenos, além de auxiliar no manejo de resisténcia de
doengas a fungicidas.

Outra doenca de importncia econmica para a cultura do arroz é a queima-das-bainhas,
causada por Rhizoctonia solani, representando um dos fatores limitantes para a producio de
arroz. A dificuldade de controlar a doenga esta na capacidade do patdgeno de formar escleré-
dios, sua ampla gama de hospedeiros e a falta de cultivares de arroz resistentes. O controle da
doenga requer a aplicacio foliar de fungicidas, o que incorre no aumento do custo de produ-
¢io, além de causar preocupacio ambiental (Prabhu et al 2002; Araujo et al., 2006).

O controle biologico e as doengas do arroz

O uso de agentes de biocontrole, pode ser uma alternativa viavel para tornar o manejo
fitossanitario da cultura do arroz mais equilibrado e favorecer a reducio no uso de insumos
quimicos agricolas, principalmente no controle de pragas e doencas. Dentre os agentes de
biocontrole, destaca-se o fungo do género Trichoderma, que vem sendo utilizado como in-
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grediente ativo em diversos produtos agricolas comercializados no mundo (Woo et al., 2014),
uma vez que produz multiplos efeitos benéficos nas plantas (Harman et al., 2004), dentre os
quais a reducdo de estresses abioticos e o biocontrole de doengas (Lorito; Woo, 2015).

Estudos conduzidos em laboratorio e a campo com Trichoderma sp., realizados com
diversas culturas, ttm mostrado reducio de sintomas causados por estresses abioticos, como
por exemplo deficiéncia hidrica, nutrientes e salinidade (Mastouri et al., 2012; Brotman et al.,
2013; Sofo et al., 2014; Fiorentino et al,, 2018). A melhoria no desenvolvimento da planta,
aumento da taxa de emergéncia das plantulas, sistema radicular, parte aérea, conteudo de
clorofila, produtividade, tamanho ¢/ou numero de flores e/ou frutos (Harman et al,, 2004;
Hermosa et al., 2012; Studholme et al., 2013; Mendoza-Mendoza et al., 2018). Em particular,
modificagdes no sistema radicular aumentam a 4rea de absorcio, favorecendo a assimilacio e
a translocagdo de nutrientes, que por consequéncia, intensifica a biomassa vegetal (Samolski
et al, 2012). O efeito de promotor de crescimento vegetal ¢ também atribuido ao papel de
Trichoderma sp. na solubilizagdo de fosfato e micronutrientes (Altomare et al., 1999), mediado
pela liberacio de sider6foros e metabélitos secundarios (Vinale et al., 2008; Spaepen, 2015), ou
por modificacdes no contetdo de etileno e auxina (Hermosa et al., 2013; Contreras-Cornejo
et al,, 2015) os quais estimulam o desenvolvimento das plantas.

Como agente de biocontrole, Trichoderma sp. produz uma gama de metabolitos secunda-
rios, parasitam outros fungos e, no solo, competem com os demais fitopatdgenos por exsuda-
dos, liberados pelas sementes e raizes, e por espaco, e ainda inibem, ou degradam pectinases e
outras enzimas, que, ou so componentes essenciais da parede celular de fungos fitopatogéni-
cos, ou sdo compostos importantes para induzir resisténcia em plantas (Shoresh et al., 2005;
Vinale et al., 2008). Informacdes adicionais referentes aos mecanismos de acio Trichoderma
sp. sobre os fungos fitopatogénicos poderdo ser encontrados no Capitulo 4. No controle das
doengas do arroz, a utilizagio de Trichoderma spp. como agente biologico tem se mostrado
eficiente, principalmente se inserido no manejo integrado de doencas.

Controle biologico de brusone

No Brasil, estudos vém sendo conduzidos na Embrapa Arroz e Feijio visando caracterizar
ainteragio de Trichoderma asperellum e M. oryzae, em condicdes de laboratorio e casa de ve-
getacdo. Em condigdes de laboratério, foi verificada a produgio de metabolitos volateis e nio
volateis, sua termoestabilidade, a inibicdo do crescimento micelial, da germinagio conidial
¢ formagio de apressorios, a atividade de quitinase (CHI), B 1-3 glucanase (GLU) e protease
(PRO), durante o co-cultivo de T asperellum e M. oryzae, bem como com o cultivo de T/
asperellum contendo como substrato a parede celular de M. oryzae. T asperellum apresentou
potencial e inibicio do crescimento micelial de M. oryzae.
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A inibigdo da germinacio de conidios de M. oryzae em contato com conidios de T
asperellum fot verificada apds 4 a 6 horas (Sousa, 2018). Nguyen et al. (2016) verificaram
que a germinagio de esporos e a formacio de apressorio foi completamente suprimida com
a utilizagio de extrato do fermentado de Trichoderma sp. isolado H921. Os mesmos autores
sugeriram que o extrato possui algumas substancias antifungicas que podero ser promissoras
candidatas para o controle da brusone foliar do arroz.

Em condigdes de casa de vegetacdo, em plantas de arroz da cultivar BRS Primavera,
avaliou-se a supressdo da brusone em dois experimentos: 1) aplicacio simultinea de M. oryzae
(suspensdo de conidios) e a mistura dos isolados UfraT06, UfraT09, UfraT12 e UfraT52 de T
asperellum (suspensio de conidios ou fermentado filtrado); 2) e aplicaco curativa da mesma
mistuta de isolados de T asperellum. A aplicacio dos isolados de T asperellum UfraT06,
UfraT09, UfraT12 e UfraT52, juntamente com a inoculagio do patogeno, tanto em suspensio
de conidios como o filtrado de cada isolado, foram eficientes em suprimir o desenvolvimento
de brusone foliar diferindo significativamente quando comparado com o tratamento contro-
le. A suspensdo de conidios do isolado UfraT52 e o filtrado do isolado UfraT12 reduziram
em 94,7 % e 93,5 % da severidade da brusone foliar, respectivamente. Avaliando o controle da
brusone foliar em aplicaco curativa, os isolados reduziram a severidade da doenca, sendo a
maior reducdo observada quando as plantas foram tratadas com o isolado UfraT09 as 24 h e
48 h apos inoculacio de M. oryzae.

Do ponto de vista bioquimico, avaliando T asperellum, durante o co-cultivo com M.
oryzae, detectou-se que a atividade de -1,3-Glucanase (GLU) fot crescente e a de Chitinase (CHI)
decrescente. A maior atividade de GLU e CHI, fot verificado as 24h, quando T asperellum
foi cultivado em meio de cultura juntamente com a parede celular do patogeno. Quando T,
asperellum e M. oryzae foram transferidos simultaneamente para crescimento em co-cultivo, a
maior atividade de GLU foi observada as 48 h ¢, apds 72 h, todos os isolados apresentaram baixa
atividade enzimatica de CHI. Os resultados in vitro evidenciaram o potencial de T asperellum
em competir, produzir toxinas e enzimas liticas, quando confrontados com M. oryzae.

Trichoderma spp. produzem uma ampla variedade de metabolitos secundarios de baixo
peso molecular que desempenham um papel importante na sinalizagio durante a interacio
com outros microrganismos (Vinale et al., 2008; Lorito et al., 2010; Mukherjee et al. 2012). Um
passo importante na pesquisa com Trichoderma spp. serd, posteriormente, a identificagio dos
compostos capazes de inibir o crescimento micelial, a germinacdo dos conidios e formagio de
apressorios de M. oryzae.

Além do controle da brusone, os autores Silva et al. (2012) e Franca et al. (2015) verifica-
ram que isolados de T asperellum foram eficientes no controle da queima da bainha, em casa
de vegetagdo e campo.
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Controle biologico da queima-da-bainha

Estudos conduzidos pela Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA) avaliando o
tratamento de esclerodios de R. solani com os isolados UfraT06, UfraT09, UfraT12 e UfraT52
de T asperellum, demonstraram a eficiéncia na reducio do crescimento micelial do patdgeno,
entretanto, T, asperellum nio inibiu a germinacio dos esclerddios. Os isolados avaliados de T,
asperellum foram considerados altamente antagonicos, por reduzirem o crescimento micelial
de R. solani em até 75% por antagonismo direto e, em 35% pela produgio de compostos
volateis.

Em condicbes de campo, avaliando os sistemas de plantio, verificouse que plantas
de arroz tratadas com a mistura dos 1solados UfraT06, UfraT09, UfraT12 e UfraT52 de T.
asperellum apresentaram aumento de produtividade em experimentos conduzidos por
semeadura direta e transplantio. No experimento realizado por meio semeadura direta, a
produtividade foi superior no tratamento com a mistura dos quatro isolados de T asperellum,
quando comparado com os demais tratamentos, proporcionando um incremento de 34,3% na
massa de 100 grios e de 41,4% em produtividade do arroz em relagio ao tratamento controle.
No experimento de transplantio, houve incremento do tratamento com a mistura dos quatro
isolados de T asperellum somente em relagio ao controle, sendo de 18,5% na massa de 100
grios e de 25,9% para a produtividade. Estes dados demonstram o potencial da utilizacio de
T. asperellum no controle bioldgico da queima da bainha, causada por R. solani.

Promogio de crescimento em plantas de arroz

As informagdes indicam que Trichoderma spp. ndo sio microrganismos endofiticos fre-
quentemente associados em plantas de arroz. Mesmo assim, observa-se que, quando em intera-
¢do com plantas de arroz ocorre uma comunicacio multicelular entre raizes e parte aérea, por
meio da liberagio de auxinas, peptideos, metabolitos volateis e nio volateis, que promovem
ramificacio radicular e aumentam a capacidade de absorgio de nutrientes, aumentando o
crescimento e a produgio das plantas.

Investigacdes cientificas com Trichoderma spp. como promotores de crescimento de arroz
iniciaram-se em 2008 com a caracterizagio de 120 isolados do banco de isolados fiingicos da
UFRA. Os isolados foram coletados na Base da Petrobras em Urucu, municipio de Coari,
Estado do Amazonas, em areas nativas e antropizadas pela exploracio petrolifera, em 4rea de
terra firme. Durante a caracterizagio in vitro desta colegdo, quatro isolados se sobressairam e
foram identificado como produtores de fosfatase, celulase e AIA, em condigdes de laboratorio.
Em ensaios conduzidos em condicdes de casa de vegetagio, plantas de arroz, semeadas em vaso
e tratadas com os isolados UfraT06, UfraT09, UfraT12, UfraT52, apresentaram um incremen-
to de 61% e 33% em biomassa da parte aérea e da parte radicular, respectivamente (Silva et al.
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2012). Posteriormente, Sousa (2018) identificou os isolados como T asperellum.

Com o objetivo de verificar os efeitos desses isolados selecionados em condicdes de casa
de vegetacio, Franca et al. (2015) conduziram dois ensaios em condices de varzea tropical
inundada naturalmente, durante duas safras consecutivas, sendo um em sistema de semeadura
direta (E1) e o outro em sistema de transplantio (E2), utilizando-se a cultivar de arroz BRS
Tropical. Em E1, as sementes de arroz foram tratadas com uma mistura dos isolados UfraT06,
UfraT09, UfraT12, UfraT52, seguido de duas aplicacdes foliares. O uso da mistura dos isola-
dos de T asperellum promoveu incremento em 13% no comprimento das paniculas, 46% na
massa de grios por panicula, 52% na massa de 100 grios e 71% na produtividade. No ensaio
E2, as plantas que foram pulverizadas com a mistura dos quatro isolados, apresentaram o
incremento nos pardmetros comprimento das paniculas em 11%, 38% no nimero de grios
por panicula, 40% na massa de grios por panicula, 23% na massa de 100 grdos e em 35%
na produtividade. Portanto, verificou-se que a mistura dos isolados de T asperellum, quando
aplicada via tratamento de sementes, seguido de aplicagdes foliares, foi eficiente em aumentar
a produtividade do arroz em varzea tropical, e pode constituir uma alternativa para produgio
orginica e para a reducdo da utilizagio de insumos quimicos.

Alteragdes histologicas e bioquimicas

A caracterizacio de alteracdes histologicas e bioquimicas resultantes de interacdes entre o
Trichoderma sp e as plantas de arroz é importante para entender os mecanismos e processos
envolvidos na interacio entre microrganismo e hospedeiro (Régo et al., 2014). Trichoderma
spp. promove modificagdes nas raizes da plantas que resultam em respostas fisiologicas positi-
vas, que podem estar associadas a mudancas na sinalizagdo das vias dos fitohorménio, como
por exemplo o acido indol-3-acético (AIA), resultando em aumentos da area de superficie, do
niimero de raizes e de pelos absorventes. Mantelin; Touraine (2004) sugerem que o aumento
do sistema radicular induzido por T asperellum, ocorre devido a0 aumento na translocagio
de ions via estimulacio da enzima ATPase e da bomba de protons. Os ganhos registrados em
raizes de arroz, induzidos pelo tratamento com T asperellum sio relevantes para os sistemas
de produgdo de arroz de terras altas, visto que neste sistema de cultivo, o desenvolvimento ini-
cial da planta é lento. Acredita-se que esta limitagio ¢ uma conseqiéncia da baixa eficiéncia na
absorgio de nitrogénio, na forma de NO, sendo que na forma NH," a eficiéncia de absorgio
¢ maior (Aratjo, 2004). O nitrogénio influencia a formagio de raizes nos tecidos meristema-
ticos da regido de elongacio das raizes (Chen et al., 2013). Régo et al. (2014) identificaram e
descreveram as alteragoes morfoanatomicas em raizes de arroz, quando tratadas com a mistura
dos isolados de T asperellum UfraT06, UfraT09, UfraT12 e UfraT52. O aumento no compri-
mento e na massa seca radicular foi de 57% e 56% respectivamente, e 0 aumento no didmetro
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radicular iniciou-se a partir do 15° dia apds a semeadura atingindo incremento de 30% no
21° dia. Foi verificado o aumento do didmetro do cilindro vascular, das dreas de lacunas de
aerénquima, da espessura da endoderme e exoderme, dos vasos condutores do protoxilema e
nos elementos de vasos de metaxilema.

Nascente et al. (2017) avaliaram a aplicagio de rizobactérias e mistura de isolados de T
asperellum em arroz de terras altas na cultivar BRS Primavera CL, e verificaram que as plantas
de arroz tratadas com rizobactérias e T asperellum, isolados UfraT06, UfraT09, UfraT12 e
UfraT52 apresentaram, em media, os maiores valores de taxa fotossintetica e biomassa de
matéria seca da parte aérea, quando comparado com o tratamento controle.

Modulagio da expressio génica de plantas de arroz por T. asperellum

A interacio de plantas com Trichoderma sp. resulta em rapida indugdo sistémica de genes
relacionados a defesa (Contreras-Cornejo et al., 2011; Salas-Marina et al., 2011). Durante a
interacdo benéfica Trichoderma-planta a sinalizagio € constituida pela expressio de genes rela-
clonados as vias de defesa de acido jasmonico (JA) / etileno (ET) e/ou acido salicilico (AS) que
podem se sobrepor, dependendo do isolado, como a espécie e concentragio, e do hospedeiro,
como o estagio de desenvolvimento da planta, e também do tempo de duragio da interagio
(Hermosa et al., 2012). Para o arroz, muitos autores mostraram que agentes biologicos, como
por exemplo rizobactérias, podem ativar a resposta de defesa, por vias de sinalizacio hormonal
e atividade proteica relacionada ao estresse (Vleesschauwer et al., 2006, 2009; Chithrashree et
al,, 2011; Sousa et al., 2018).

Entretanto, o entendimento dos mecanismos de defesa resultantes da indugio de resistén-
cia as doencas do arroz ainda ¢ incipiente (Vleesschauwer et al., 2009; Balmer et al., 2013). Os
autores verificaram que plantas de arroz tratadas com T asperellum + M. oryzae, apresentaram
incremento na expressio do gene LOX-RLL, acompanhado pela redugio da severidade da
brusone foliar, indicando que as vias induzidas por este gene levam ao aumento dos me-
canismos de defesa em plantas de arroz contra M. oryzae. O gene LOX-RLL esta associado
principalmente a via do JA. O agente de biocontrole T asperellum ¢ citado na literatura como
modulador da expressio de genes de defesa, durante a interagio com uma ampla gama de es-
pécies hospedeiras, incluindo monocotiledoneas (Contreras-Cornejo et al., 2011; Salas-Marina
et al., 2011; Moran-Diez et al., 2009; Sharma et al., 2017).

Associagio de T. asperellum com silicato de cilcio e magnésio e com as rizobacteérias
No biocontrole de doengas, os agentes de controle bioldgico associados a aplicacio de
silicio atuam em diferentes mecanismos de resisténcia a patdgenos. Os fungos do género Tri-
choderma promotores de crescimento ativam mecanismos responsaveis pela competicio por
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nutrientes e na antibiose a fitopatogenos, atraves da producio de substancias antimicrobianas,
como fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s) (Brotman et al., 2010; Rama-
moorthy et al., 2001), resultando na indugio de resisténcia sistémica (ISR) (Van Loon; Pieterse,
2006; Van Loon, 2007). O silicio ¢ estudado como um elemento eficiente para a protecio de
plantas contra pragas e doengas em muitas espécies, inclusive no arroz (Prabhu et al., 2001).
Até entdo, os resultados indicam que seu efeito protetor advem da absorgdo radicular de 4cido
monosilicico e deposicio na forma de silica amorfa na parede celular em plantas de arroz
(Yoshida, 1965).

Sousa et al. (2018), verificaram que a severidade de brusone foliar foi menor no tratamen-
to constituido por sementes de arroz microbiolizadas com a mistura de isolados UfraT06,
UfraT09, UfraT12 e UfraT52 de T asperellum, seguidos da pulverizacio foliar de plantas com
Pseudomonas fluorescens, 1solado BRM 32111. O ensaio for instalado em solo previamente
adubado com 2,0 t SiCaMg.ha'. Na literatura existem alguns relatos sobre a atuagio do silicio
e de bioagentes no sistema bioquimico de defesa de plantas de arroz (Rodrigues; Datnoff,
2005; Silva et al.,, 2011; Datnoft, 2012). Os tratamentos contendo plantas tratadas com a mis-
turas de T asperellum e adubadas previamente ao plantio com 2,0 t SiCaMg.ha' apresentaram
aumento na atividade de CHI, GLU, POX (peroxidase), FAL (fenilalanina amonia liase) e
no teor de AS, mesmo na auséncia de M. oryzae (Cortes et al., 2015), corroborando com os
resultados de Cruz et al. (2013), que observaram o aumento da atividade enzimatica de FAL,
CHI, GLU e Polifenoloxidase em plantas de soja nutridas com silicato de calcio, na auséncia
de Phakopsora pachyrhizi. Apos 43 horas do desafio com M. oryzae, observou-se o efeito do
silicio, quando combinado com os bioagentes no aumento da atividade de CHI e GLU.

Aumento significativo na matéria seca de raiz (194%) e foliar (189%) foi verificado em
plantas de arroz tratadas com adubacio silicatada e bioagentes , a combinacio da adubacio
com SiCaMg com os bioagentes, foi verificado o aumento significativo na matéria seca da raiz
(1949%) e da foliar (189%) quando comparado as plantas controle.

Em condicdes de campo, a utilizacio da combinagio de microrganismos associada a adu-
bacio a base de silicato de calcio e magnésio, os autores verificaram a redugio da severidade
de brusone nas folhas e nas paniculas, reducio da incidéncia de brusone nas paniculas, incre-
mento em biomassa, numero de perfilhos e produtividade do arroz (Souza, 2018).

Consideracoes finais

A utilizacio de agentes de biocontrole, destacando-se T asperellum, apresenta potencial
de utilizagio em cultivo de arroz em condides irrigadas, inundadas e de terras altas. Dados
de pesquisas conduzida no Brasil demonstram o efeito benéfico no manejo de doengas como
brusone (M. oryzae) e queima-da-bainha (R. solani), por antagonismo e por inducio de re-
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sisténcia, além de propiciar a promogio de crescimento e o incremento de produtividade na
cultura do arroz.

Adicionalmente, estudos com a combinacio de T. asperellum e a adubagio com silicato
de calcio e magneésio vem apresentando resultados promissores em diferentes condicdes de
cultivo, podendo ser também uma possibilidade de melhoria do manejo de doengas.

Desvendar o papel benéfico que Trichoderma spp. exerce nas interagdes entre plantas e
patogenos ¢ a missio desafiadora da pesquisa cientifica. Portanto, as investigagdes devem
continuar visando elucidar esta complexa interagio entre planta de arroz e Trichoderma spp.,
resultando consequentemente, na promogio do crescimento, na supressio de doengas, na
indugio da resisténcia e no incremento em potencial produtivo.
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Uso do Trichoderma
na cultura do algodio

Nelson Dias Suassuna
Juliano Cesar da Silva
Wagner Bettiol

Introducio

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L. [atifolium Hutch) vem sendo cultivado no cerrado
brasileiro desde o inicio dos anos de 1980, em virtude, principalmente, do desenvolvimento e
langamento de cultivares com maior rendimento de fibra e com adaptagdo a esse ecossistema.
Este fato tambeém se deve as melhorias no sistema de produgdo da cultura, que asseguram alta
produtividade de fibra, proporcionando competitividade para o algodio do Brasil no mercado
internacional (Morello et al., 2015; Silva Neto et al., 2016; Barroso et al., 2017; Suassuna et al.,
2018). Atualmente, com mais de 90% das areas cultivadas nesse bioma, a cultura esta sujeita
a alta pressdo de estresses bioticos, com destaque para os danos causados por doengas, pragas
e competicio por plantas daninhas. O atual sistema de produgio, com base em extensas areas
cultivadas com poucas cultivares, muitas delas suscetiveis a mais de um patogeno, leva ao agra-
vamento de doengas antes consideradas pouco expressivas, como também possibilita surtos
epidémicos de novas doencas levando ao aumento sistematico no uso fungicidas quimicos.

As principais doencas na cultura do algodoeiro no Brasil podem ser causadas por fungos,
nematoides, bactérias ou virus que se desenvolvem e multiplicam nos tecidos das plantas
causando redugdo de produtividade e qualidade da fibra e, as vezes, morte da planta. Neste
capitulo serdo discutidas as doencas que afetam sementes, plantulas e plantas, com énfase
em fungos que podem ser controlados com o uso de espécies do género Trichoderma como
componente de manejo.
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Caracteristicas do género Trichoderma

Especies de fungos do género Trichoderma exibem uma ampla gama de estilos de vida
e interacOes com outros fungos, animais e plantas (Druzhinina et al,, 2011; Kubicek et al,,
2011; Rubio et al.,, 2017; Druzhinina et al., 2018). Devido a sua capacidade de antagonizar
fungos fitopatogénicos e estimular o crescimento e defesa de plantas, alguns isolados de
Trichoderma sio usados para controle biologico de doengas de plantas, com um grande
niimero de produtos comerciais (Baker, 1989; Bettiol et al., 2012; Woo et al., 2014). O sucesso
de Trichoderma, como agente de biocontrole se deve aos diferentes mecanismos de agdo frente
aos fitopatogenos, pois apresentam agio direta, incluindo o micoparasitismo, a producio de
compostos antimicrobianos e enzimas, a competicio por nutrientes e espao (Harman et
al., 2004; Kubicek et al., 2011; Hermosa et al., 2014), como também, acio indireta por meio
da indugio de mecanismos de resisténcia na planta (Hermosa et al.,, 2012; Vos et al., 2015).
Alem disso, apresentam a capacidade de promover o crescimento das plantas, com aumento
de produtividade das culturas, maior absorcio de nutrientes e inducio de resisténcia também
a estresses abioticos (Baker, 1989; Harman et al, 2004; Hermosa et al., 2012; Hermosa et al,,
2014; Rubio et al., 2017). Detalhes sobre os mecanismos de acio de Trichoderma como agente
de biocontrole sio apresentados no capitulo 3 deste livio o qual trata exclusivamente sobre
mecanismos de acdo de Trichoderma.

As espécies de Trichoderma também possuem a vantagem de serem atoxicas a0 homem e
aos animais, de custo acessivel, sua producio nio depende de um recurso natural limitado e
alguns, ainda, podem persistir no solo ou nas plantas, podendo dispensar reaplicagdes.

As espécies de Trichoderma se adaptaram a varios ecossistemas, onde desempenham um
papel importante na saude dos ecossistemas. Estes fungos sio componentes predominantes
da micobiota tanto em solos nativos quanto em solos agricolas. Além de serem capazes de
colonizar raizes das plantas, em alguns casos também colonizam a parte aérea e podem se
desenvolver endofiticamente (Guzman-Guzman et al., 2019).

A capacidade de espécies de Trichoderma agirem como micoparasitas, sintetizarem com-
postos antibidticos e se desenvolverem de forma saprofitica, faz com que sejam eficazes com-
petidoras tanto no solo quanto na rizosfera de plantas de algodoeiro. Nos patogenos cujas
estruturas de sobrevivéncia sdo suscetiveis a infecgdo por Trichoderma, o micoparasita pode
ser usado para reduzir o potencial de indculo do patdgeno no solo. Outra caracteristica impor-
tante em espécies de Trichoderma para uso como eficientes agentes de biocontrole de doencas
de plantas ¢ a facilidade de serem cultivadas, armazenadas e aplicadas apropriadamente como
tratamento de sementes ou diretamente no solo (Howell, 2007). Os biofungicidas controlam
eficientemente doencas de plantas e sio ambientalmente seguros. No entanto, embora o uso
esteja se expandindo anualmente, a adogio pelos produtores no Brasil ainda permanece li-
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mitada (Bettiol, 2011). Entretanto, o uso de controle biologico na agricultura mundial esta
crescendo em torno de 17%. No Brasil, a Associacio Brasileira das Empresas de Controle

Biologico (ABCBIO) estimou um crescimento de 70% no mercado de controle biologico no
ano de 2018 (Mercado..., 2019).

Controle de doengas do algodoeiro

Tombamento de plintulas

O tombamento de plintulas em algodoeiro pode ocasionar sérios prejuizos ao
estabelecimento da cultura, em fungdo, principalmente, dos efeitos sobre a reducio do estande.
E causado por um complexo de fungos fitopatogénicos, com destaque para Rhizoctonia solani
(forma anamorfica de Thanatephorus cucumeris), Colletotrichum gossypii, Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides, Lasiodiplodia theobromae (sin. Botryodiplodia theobromae),
Macrophomina phaseolina [forma teleomérfica de Rhizoctonia bataticola (Sin. Sclerotium
bataticola)), Pythium ultimum, Thielaviopsis basicola e algumas espécies dos géneros Ascochita
e Fusarium (Hillocks, 1992; Juliatti; Ruano, 1997). A importincia relativa de cada patogeno
depende do tipo de solo e das condigdes ambientais apos o plantio.

Os sintomas de tombamento sdo observados logo apos a emergéncia das plantulas, na forma
de lesdes irregulares e deprimidas de coloracio pardo-avermelhadas a pardo-escuras no hipoco-
tilo, cotiledones e nas folhas primarias das plantulas; essas lesdes, ao circundarem o hipocotilo,
induzem o tombamento e a morte da plantula. Patogenos que causam tombamentos podem
também afetar a radicula e a plimula de plantulas em formacio, matando estas antes mesmo de
sua emergéncia. Nesses casos, 0 Unico sintoma visivel ¢ a reducio do estande de plantas sadias
(Suassuna; Coutinho, 2014). Ambos os sintomas sio causados pela mesma gama de patoge-
nos. Entretanto, algumas espécies de Pythium sio os principais agentes causadores de morte de
plantulas de algodoeiro antes de sua emergéncia do solo. Por outro lado, R. solani ¢ o principal
agente etiologico de tombamentos e de morte de plantulas apds a emergéncia (Hillocks, 1992).

Quando as condi¢des ambientais sio favoraveis ao desenvolvimento da doenga, ou seja,
temperaturas entre 18 °C e 30 °C e alta umidade do solo, as perdas podem ser significativas,
sendo, muitas vezes, necessario o replantio para obtengdo de uma populacio ideal de plantas
por unidade de area (Belmer et al., 1966).

Em geral, o controle do complexo de doencas de plantulas é feito por meio do tratamento
de sementes com combinacdes de fungicidas, principalmente dos grupos das dicarboximidas,
cloroaromaticos, dimetilditiocarbamatos, benzimidazois, carboxanilidas, triazois fenilpirrol e
feniluréia. No entanto, principalmente por causa da poluicio ambiental e das dguas subter-
rineas, o uso de fungicidas esta sendo submetido a exames mais criteriosos. Como maneira
alternativa ou complementar ao controle quimico, o controle biologico ¢ uma das estratégias
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investigadas em uma ampla variedade de culturas. Na cultura do algodoeiro, Elad et al. (1982)
verificaram que Trichoderma hamatum e Trichoderma harzianum foram eficientes em con-
trolar R. solani em ensaios conduzidos tanto em casa de vegetacio, quanto no campo. No
campo a severidade foi reduzida entre 47 a 60% em dois experimentos. Também Shanmugaiah
et al. (2009) descreveram que Trichoderma viride, alem de controlar M. phaseolina e R. solani,
estimulou o desenvolvimento de algodoeiro.

O poder germinativo das sementes do algodoeiro pode ser afetado por condigdes am-
bientais desfavoraveis durante o armazenamento bem como pela incidéncia de fungos pato-
génicos. O uso de Trichoderma como bioprotetores por meio da microbiolizagio de sementes
é relatado na cultura do algodoeiro (Shanmugaiah et al., 2009). Sementes da cultivar CNPA
ITA 90, previamente submersas por trés minutos numa suspensio de T harzianum (1 x 10°
conidios mL"), apresentaram velocidade de emergéncia e a massa seca e o comprimento de
plantulas semelhantes as sementes submetidas a dois diferentes tratamentos quimicos. Ainda,
as sementes tratadas com o Trichoderma apresentaram porcentagens de germinagio e de plin-
tulas infectadas 4 baixa temperatura similares aos tratamentos quimicos (Faria et al., 2003).
Portanto, o processo de microbiolizacio de sementes permitiu boa germinacio e emergéncia
de plantulas de algodoeiro e proporcionou emergéncia mais vigorosa de plantulas.

O preparo, a formulacio e a maneira de aplicacio do agente de biocontrole ¢ fundamental
para o sucesso. Para controle de R. solani em campo artificialmente infestado, foram avaliados
trés formas de preparo de Trichoderma e testados durante quatro anos sucessivos. A preparagio
em farelo de trigo do 1solado de T hamatum TRI-4 preveniu significativamente o tombamen-
to na cultura do algodoeiro (cultivar Stoneville 213) ¢, em trés dos quatro anos de estudo, a
populacio final de plantas foi similar & populacio de plantas em parcelas nio inoculadas com
o patogeno (Lewis; Papavizas, 1991).

O uso isolado de um produto a base de Trichoderma pode ter um efeito limitado. Para
o uso combinado de controle bioldgico e quimico, o agente de biocontrole devera possuir
apresentar resisténcia ao(s) fungicida(s) em uso simultdneo ou, de alguma forma, evitar o
contato com o produto quimico. Na cultura do algodoeiro um isolado de Trichoderma virens
foi usado com sucesso em combinagdo com o fungicida metalaxil no tratamento de sementes,
uma vez que o fungicida ¢ eficiente no controle de oomicetos e sem efeitos sobre Trichoderma
(Howell et al., 1997). Outra possibilidade é aplicar o agente de controle biologico protegendo
-0 do fungicida quimico. Howel (2007) verificou que sementes de algodo (cultivar Suregrow
747), previamente tratadas com fungicida, posteriormente revestidas com polimero adesivo de
latex (modelo Rhoplex 15B], Rohm and Haas, Filadélfia, PA) e, em seguida, tratadas com T,
virens isolado G-6, em forma de grinulos secos ao ar, a uma taxa de 0,1 g/g de semente, foram
adequadamente protegidas contra o tombamento. Essa abordagem permitiu o uso simultaneo
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de Trichoderma e fungicidas toxicos a T. virens, pois grande parte do principio ativo do fungi-
cida sistémico foi provavelmente absorvida pela plantula em germinagio, protegendo-a da in-
fecgdo por R. solani, enquanto o agente de biocontrole for protegido dos efeitos do fungicida
restante pelo revestimento do polimero de latex na semente. Dessa forma, foi obtido éxito no
controle tanto de tombamento em pré-emergéncia quanto em posemergéncia (Howell, 2007).
O tombamento em pos-emergéncia (principalmente causado por R. solani) de plantulas de
algodoeiro pode ser controlado com sucesso usando fungicidas sistémicos. Entretanto, esses
fungicidas possuem relativa eficiéncia no controle de tombamento em pré-emergéncia e o
controle biologico aumenta a abrangéncia do controle.

Concomitante com suas atividades micoparasitas, I, virens também produz varios anti-
bidticos. O antibidtico gliotoxina (Weindling, 1941), produzido pelas cepas “Q” de T virens,
apresenta amplo espectro de atividade contra bactérias, actinomicetos e fungos. Di Pietro et al.
(1993) relataram que a gliotoxina age sinergicamente com a enzima quitinase nas atividades
antifingicas de T virens. O antibiotico gliovirina (Howell; Stipanovic, 1983), produzido por
cepas “P” desse fungo, embora intimamente relacionado 4 gliotoxina, possui um espectro
de atividade muito mais restrito e nio ¢ eficaz contra bactérias, actinomicetos ou a maioria
dos fungos. No entanto, gliovirina é um potente inibidor de oomicetos, como as espécies
de Pythium e Phytophthora. Cepas “Q” de T. virens ndo produzem gliovirina e cepas “P”
ndo produzem gliotoxina (Howell et al., 1993). Quando as estirpes “P” ou “Q” de T virens
sio cultivadas em substratos com altas relagdes C/N, ambas produzem o composto, do tipo
esteroide, viridiol. O viridiol tem pouca ou nenhuma atividade antibiotica, mas € uma potente
fitotoxina quando colocada em contato com as raizes das plantas, podendo ser usada como
herbicida (Howell; Stipanovic, 1984).

Essas informagades sdo relevantes, pois em variedades de algodoeiro, suscetiveis a patgenos
causadores de tombamento em pré-emergéncia, tratadas com cepas “P” de T. virense plantadas
em solo infestado, nenhuma emergéncia é observada. Essa diferenga entre as linhagens “P” e
“Q” ndo ¢ aparente nas cultivares resistentes aos patogenos causadores de tombamento em pré
-emergéncia. A impressio inicial com cultivares suscetiveis ¢ que as cepas “P” ndo sio capazes
de controlar a doenca. No entanto, quando as sementes tratadas com cepas “P” sdo plantadas
em solo nio infestado, ou em vermiculita esterilizada, elas ainda nio emergem. Isso indica que
as cepas “P” de T virens sio patogénicas para cultivares de algoddo suscetiveis, enquanto que as
cepas “Q” nio (Howell, 2006). E qual seria a razdo para essa observacio? Uma comparagio das
atividades enzimaticas e da producio de viridiol (herbicida) por linhagens “P” e “Q” indica
que ha pouca ou nenhuma diferenca entre as duas, ¢ o tratamento de sementes com o anti-
bidtico gliovirina parece nio ter efeito sobre a germinacio de sementes e o desenvolvimento
de plantulas. A resposta estd no fato de que as cepas “Q” induzem altos niveis de produgio
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de fitoalexina nas raizes do algodio, enquanto as cepas “P” ndo. Juntos, esses resultados in-
dicam que tanto as linhagens “P” como as “Q” de T virens sio potenciais patogenos, mas
que as raizes do algodio sdo capazes de conter invasdes adicionais por linhagens “Q” através
da producio de fitoalexinas induzidas. Cepas de “P” ndo induzem produgdo suficiente de
fitoalexina pelas raizes do algodoeiro e, portanto, sio muito menos contidas em sua invasio e
destruigdo do tecido da planta hospedeira (Howell; Puckhaber, 2005). Em conjunto, as carac-
teristicas exibidas por cepas de T virens fazem dele um dos mais efetivos e versateis agentes de
biocontrole para plantulas e doencas radiculares de algodoeiro (Howell, 2006).

Murcha-de-fusarium

A murcha-de-fusarium do algodoeiro, também conhecida como fusariose, foi relatada
em algodoeiro no Brasil pela primeira vez na regido Nordeste em meados da década de 1930
(Krug, 1936), tendo sido disseminada para as demais regides produtoras e foi responsavel por
uma fase de decadéncia da cotonicultura paulista, sobretudo na segunda metade da década
de 1950. Atualmente, mais de 95% do algodio cultivado no Brasil esta localizado no bioma
cerrado, em areas relativamente novas com essa cultura. Entretanto, no Estado do Mato Gros-
so, maior produtor nacional, estima-se que 3% das areas afetadas com nematoides-das-galhas
também estio infestadas com o agente causal da murcha-de-fusarium (Galbieri et al., 2016).

A doenga ¢ causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum que varia em
patogenicidade, dependendo da cultivar em uso, tendo, portanto, diferentes raas. Das oito
racas descritas desse patogeno no mundo (Davis et al., 2006), apenas a raga seis do patogeno
foi relatada no Brasil (Armstrong; Armstrong, 1978).

A murcha-de-fusarium afeta o algodoeiro em qualquer estadio de desenvolvimento da
cultura. Em plantulas, ocorre o amarelecimento e murcha de folhas cotiledonares, escureci-
mento das nervuras, amarelecimento e necrose das primeiras folhas verdadeiras, e, em casos
mais severos, morte das plantulas. Em plantas adultas, ocorre amarelecimento em areas irre-
gulares da superficie foliar, murcha de folhas e ramos, necrose e, ocasionalmente, morte da
planta. Algumas plantas afetadas podem sobreviver a doenca, emitindo novas brotacdes e
estruturas reprodutivas proximas ao solo, mas, em geral, os ramos originados a partir desses
novos brotos ndo sio produtivos. Durante o processo infeccioso, as plantas perdem todas
as suas folhas e as novas brotagdes caem, permanecendo apenas o caule enegrecido (Davis et
al., 2006). As plantas que ndo morrem, sofrem severa redugio de crescimento. Seccionando
longitudinalmente caules e raizes, observa-se o escurecimento dos feixes vasculares; o lume
dos vasos ¢ obstruido pela formacdo de tiloses, pela presenca de esporos e micélios do fun-
go e por substincias produzidas pelo metabolismo do fungo nos vasos, sendo a principal
causa do sintoma de murcha na planta (Suassuna; Coutinho, 2015).
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E oxysporum f. sp. vasinfectum pode sobreviver no solo por muito tempo na forma de
estruturas de resisténcia (clamiddsporos), bem como saprofiticamente em raizes de outras
plantas. A dispersio do patogeno em curtas distincias se da por meio dos macro ou micro co-
nidios e é favorecida pelo movimento de particulas de solo contaminado, principalmente por
meio de maquinas agricolas, pelo vento e pela agua; em longas distancias, a dispersdo ocorre
principalmente por meio de sementes contaminadas (Suassuna; Coutinho, 2014). Apesar do
progresso lento ao longo dos anos, uma vez o fungo instalado em determinada 4rea & muito
dificil a sua erradicagdo, devido & notavel capacidade de sobrevivéncia dos clamidosporos,
agravando o problema a cada safra a medida em que se amplia a distribuicio do fungo na
lavoura.

A murcha-de-fusarium ¢ potencializada pela presenca de nematoides dos géneros
Meloidogyne, Rotylenchulus e Pratylenchus que aumentam a severidade, por causarem
debilitacio da planta e provocarem ferimentos nas raizes, facilitando a penetragio de F
oxysporum f. sp. vasinfectum no seu sistema radicular (Paiva et al,, 2001; Machado et al,
2009). Além dos nematoides, outras condigdes, como solos com alto teor de areia, baixo pH,
fertilidade desequilibrada, temperaturas entre 25 Ce 32 Ce alta umidade, favorecem a doenca.

O manejo da murcha-de-fusarium é realizado principalmente por meio do principio da
exclusdo, evitando-se a introducio do patogeno em areas isentas. Nestes casos, a utilizagio de
sementes livres do patdgeno, assim como o tratamento de sementes com fungicidas ¢ funda-
mental. Outras taticas de manejo, como a rotagio de culturas e o uso de cultivares resistentes,
tem pouco efeito, pois o patogeno pode sobreviver por varios anos no solo inviabilizando
o efeito da rotagdo e ndo existem cultivares completamente resistentes 4 murcha-de-fusarium
disponiveis no mercado.

Apesar de pouco empregado, o uso de agentes de controle biologicos para patogenos habi-
tantes de solo tem fundamental importincia na supressio em areas infestadas. £ conhecido que
diferentes isolados de espécies de Trichoderma tém vérias estratégias para o antagonismo dos
fungos, bem como varios efeitos indiretos sobre a saude das plantas. Os possiveis mecanismos
de antagonismo aplicados por isolados de Trichoderma incluem competido por nutrientes
e nicho, antibiose e micoparasitismo. No caso de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, os alvos a
serem perseguidos pelo agente de biocontrole sio as estruturas de sobrevivéncia do patogeno,
os clamidosporos, alem de competigio direta com o patogeno.

A competicio por nutrientes, principalmente carbono, nitrogénio e ferro, pode resultar
em controle biologico de patdgenos de plantas. Em muitos casos em que a quantidade desses
nutrientes se torna limitante para o patdgeno, devido 4 intensa atividade microbiana, o solo
torna-se supressivo. Foi demonstrado que espécies Trichoderma utilizam a competicio para
colonizar a rizosfera e obter nutrientes em detrimento de espécies do género Fusarium. Dessa
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forma, conseguem controlar a germinagao de esporos ¢ o crescimento micelial de F. oxysporum
(Tjamos et al., 1992). Os mesmos autores também observaram que o controle foi mais eficaz
a medida que a concentragio de nutrientes no solo diminuiu. Compostos de carbono e
nitrogénio necessarios para a germinacio de clamidosporos de E solani f. sp. phaseoli foram
identificados por Cook e Schroth (1965). Também foi demonstrado o papel de diferentes fontes
de carbono, tanto de origem sintética quanto excretados pela rizosfera de plantas, no estimulo
a germinacio de clamidosporos de F. oxysporum (Elad; Baker, 1985). Em baixos niveis, os
nutrientes sio limitantes e os efeitos competitivos de espécies de Trichoderma sio evidentes,
resultando em redugio significativa na germinacio de clamidosporos. No entanto, em altas
concentragdes de fontes de carbono ou na presenca de excesso de exsudatos radiculares, a
redugio da murcha-de-fusarium em algodio pela cepa T-35 de T harzianum foi completamente
neutralizada (Sivan; Chet, 1989). Portanto, o uso de Trichoderma na supressio da murcha-de-
fusarium do algodoeiro, por meio do mecanismo de competicio, s tera resultados satisfatorios
quando usado em solos de baixa fertilidade e baixo teor de matéria organica.

Além de competicio, espécies de Trichoderma parasitam uma ampla gama de fungos e
sio capazes de detectar e crescer em direio aos fungos hospedeiros para suprimir seu desen-
volvimento. A percepcio de outros fungos em relativas distincias e a expressio de enzimas
que degradam a parede celular, principalmente quitinases, glucanases e proteases (Harman et
al., 2004) tornam esse género de fungos competentes antagonistas. O micoparasitismo em T,
virens fol associado a sua capacidade de sintetizar e secretar extracelularmente a enzima quiti-
nase (Baek et al., 1999). Entretanto, parece nio haver correlagio entre a atividade enzimatica e
a capacidade de biocontrole contra F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Ordentlich et al., 1991),
uma vez que diferentes cepas com boa capacidade de biocontrole tiveram diferentes taxas en-
zimaticas, principalmente na atividade de f-1,3- glucanase e quitinase. A atividade de biocon-
trole em nivel da rizosfera deve envolver interagdes mais complexas, como o reconhecimento
especifico do fungo hospedeiro (Barak et al., 1985), produgio de substincias antibioticas (Bell
et al.,, 1982) e, como discutido acima, competicdo por nutrientes (Sivan; Chet, 1989).

Além da colonizagio de raizes de algodoeiro por T virens induzir a sintese de aldeidos
terpenoides hemigossipol e desoxihemigossipol, também induz a sintese de fitoalexinas. Estas
por sua vez protegem as raizes contra patdgenos vasculares. O tratamento de sementes de
algodoeiro com T virens e a posterior colonizagio do sistema radicular em desenvolvimento
suprimiu o desenvolvimento de sintomas da murcha-de-fusarium quando as plantas foram
posteriormente inoculadas com o patogeno (Zhang et al., 1996).

Durante o processo de germinacio, sementes de algodio liberam compostos que estimu-
lam estruturas de sobrevivéncia dos patdgenos habitantes de solo a germinar e, posteriormen-
te, infectar a plantula. O tratamento de sementes com T virens previne a infeccdo da plantula
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por interromper o processo. O agente de biocontrole revestido na semente metaboliza os
compostos que estimulam a germinagio antes que estes estimulem os propagulos do patogeno
no solo (Howell, 2002).

A capacidade das cepas “Q” em colonizar e penetrar na epiderme e no cortex das raizes
de algodoeiro, alem da capacidade de sintetizar proteinas elicitoras, pode levar a indugio
de aumento da atividade da peroxidase e sintese de fitoalexinas nas raizes. Esses fendmenos
protegem o sistema radicular das plantas em desenvolvimento da infeccio subsequente por
patogenos causadores de podridio de raiz e murcha vascular. A capacidade das cepas de T
virens de metabolizar os compostos que estimulam a germinagdo de propagulos de patogenos,
que sio emitidos pela germinagio de plantulas de algoddo antes que elas atinjam propagulos
de repouso do patdgeno, também é um meio eficaz de controlar a doenca de plantulas em
pré-emergéncia, permitindo que a plantula escape da infeccio porque o patdgeno nio ¢ esti-
mulado pela planta (Howell, 2006). Se os propagulos de patogenos sio estimulados artificial-
mente para germinar, o tratamento de sementes com T, virens nio garante 4 planta qualquer
protecio contra doencas iniciais das plantulas. Além disso, a capacidade de T virens sobreviver
via tratamento de sementes de algodao revestidas de fungicidas sistémicos (Howell et al., 1997)
expandiu o espectro de atividade do fungo como agente de biocontrole.

Para entender os mecanismos de agio de T virens envolvidos no controle biologico de
doengas do algodoeiro, Howell (2006) inoculou sementes de algodoeiro e conduziu um ensaio
de campo. A partir de amostras de raizes de plantas, esterilizadas na sua superficie, coletadas
em diversos intervalos ao longo da safra, foi possivel recuperar T virens de raizes em todas as
épocas de amostragem. O fungo colonizou a raiz principal e as raizes secundarias na camada
mais superior do solo. No entanto, ao final da safra, o fungo foi encontrado principalmente
na raiz principal e raizes primarias. Como as raizes foram rigorosamente esterilizadas na
superficie, pressupde-se que o fungo havia penetrado nas raizes.

A habilidade de penetrar raizes e se desenvolver de maneira endofitica foi demonstrada
para T harzianum. O fungo penetrou a epiderme e cresceu nas camadas externas do cortex
da raiz, onde induziu respostas de defesa em pepino (Yedidia et al., 1999). A colonizacio de
raizes de algodoeiro por T virens induziu a sintese de altos niveis dos aldeidos terpendides
hemigossipol (HG) e desoxthemigossipol (dHG) que sio intermediarios na via que leva a
sintese do dimero, gossipol (Howell, 2006). Tanto HG e dHG quanto gossipol sio inibidores
de R. solani, sendo que dHG possui duas vezes a toxicidade de HG e o gossipol possui pouco
efeito inibitorio. Entretanto, T virens e T koningii sio resistentes a toxina HG (Howell et al.,
2000). T. virens induz a sintese de terpenoides em raizes do algodoeiro pela producio de uma
proteina de 18 kDa que provoca aumento da atividade da peroxidase e concentracdes de terpe-
noides nas raizes inoculadas (Hanson; Howell, 2004). A habilidade de uma cepa de T virens
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em induzir a sintese de terpenoides em raizes de algodio foi crucial para sua eficicia como
agente de biocontrole de doencas em plantulas de algodoeiro (Howell, 2006). As cepas que
ndo induzem a sintese de terpendides ndo protegem as raizes da infeccio subsequente por um
patogeno. No entanto, a protecio da raiz por Trichoderma virens nio se estende ao hipocétilo.
Nenhum aumento na atividade da peroxidase ou sintese de terpendides foram detectados
nas partes acima do solo de plantas de algodio tratadas com T virens, sendo, portanto, uma
resposta localizada (Howell, 2006).

Mancha-de-ramularia

O primeiro relato da ocorréncia da mancha-de-ramularia na cultura do algodoeiro foi em
Auburn, Alabama. Historicamente, no Brasil, a mancha-de-ramulria havia sido relatada como
uma doenca secundaria (Cia, 1977; Cia; Salgado, 1997). No entanto, a mancha-de-ramularia
emergiu como a mais importante doenca do algodio, particularmente quando as areas de
cultivo aumentaram no cerrado, juntamente com o uso de novas e suscetiveis cultivares de
algodio e, as vezes, monocultura (Suassuna; Coutinho, 2014). Alem disso, as condigdes clima-
ticas, como o periodo prolongado de alta umidade do ar e temperatura diurna variando de
25°Ca 30 °C, que prevalecem durante a estacio de cultivo, favorecem o desenvolvimento da
doenga (Rathaiah, 1977). Esses fatores devem ter contribuido para o aumento do inéculo ini-
cial do patogeno ao longo dos anos, resultando em infecgdes cada vez mais precoces, tornando
a doenca epidémica. Consequentemente, mais pulverizacdes com fungicidas sio necessarias a
cada safra nas 4reas de plantio, aumentando os custos com o controle quimico da doenca e
aumentando o risco de desenvolvimento de populacdes de patdgenos resistentes a fungicidas.
Atualmente, no Brasil, a mancha-de-ramularia exige até oito pulverizacdes de fungicida em
cada safra em uma area superior a 1.000.000 hectares.

O estagio conidial do agente causal da mancha-deramularia ¢ Ramulariopsis
pseudoglycines (Sinonimos: Ramularia areola Atk., Ramulariopsis gossypii (Speg.) U. Braun,
Ramularia gossypii (Speg.) Ciferi, Cercosporella gossypii Speg.), anamorfo de Mycosphaerella
areola Ehrlich & Wolf. O fungo se desenvolve em trés etapas distintas durante o seu ciclo de
vida. O estagio conidial ocorre em tecidos vivos, enquanto as folhas permanecem aderidas
as plantas e por um curto periodo apos a abscisio foliar. O estagio da espermogonia ocorre
apos a queda das folhas e ¢ seguido pelo estagio ascogénico, que se desenvolve em folhas
parcialmente deterioradas (Ehrlich; Wolf, 1932).

Os primeiros sintomas da doenca surgem concomitantemente com o inicio da fase repro-
dutiva da planta, em geral, entre o aparecimento do primeiro botdo floral até a abertura da pri-
meira flor. Os sintomas da doenga sdo lesdes de formato angular com coloragio branca. Em
condicdes climaticas favoraveis, ocorre intensa esporulagio do patogeno no centro das lesoes,
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dando um aspecto esbranquicado as mesmas. Assim, aumenta o numero de lesdes e passam a
ocupar quase todo o limbo foliar, podendo necrosar apés o periodo de esporulagio do patoge-
no. Alta severidade da doenca induz desfolha precoce nas plantas (Suassuna; Coutinho, 2015).

R. pseudoglycines pode sobreviver em plantas espontaneas de algodoeiro, bem como em
novas brotagdes de plantas sobreviventes de safra anteriores. Consequentemente, essas plantas
remanescentes podem desenvolver o indculo primario que estara disponivel no inicio da nova
safra. Alem disso, a fase perfeita foi identificada em folhas de algodoeiro em decomposicio em
campos durante o periodo de entressafra (Mehta et al., 2016). Assim, o inoculo primario pode ser
originado de conidios gerados pelo anamorfo desenvolvido em plantas espontneas de algodoe-
ro ¢/ou rebrota de caule ou de ascosporos produzidos pelo teleomorfo em folhas de algodoeiro.

Para 0 manejo da mancha-de-ramularia, diversos métodos de controle podem ser utiliza-
dos, destacando a resisténcia genética, o controle quimico e controle cultural. Plantios menos
adensados e conduzidos de forma a evitar o sombreamento excessivo entre plantas e controle
quimico sio as principais taticas utilizadas. Como a maioria das cultivares atualmente em uso
no Brasil ndo possuem resisténcia completa a doenca, o controle quimico ¢ uma tatica co-
mumente empregada para contencio da doenca, devendo ser iniciado assim que as primeiras
lesdes forem identificadas nas folhas mais velhas. O monitoramento constante da lavoura é
crucial visto que as primeiras lesdes sio de dificil identificagio antes de ocorrer esporulacio
(Suassuna; Coutinho, 2015). Os danos causados pela doenca estendem-se até o final do ciclo
da cultura, sendo mais expressivos entre o inicio do florescimento e a abertura dos primeiros
capulhos. Apos o inicio de abertura de capsulas, o controle quimico ndo traz beneficios.

Apesar do relativo sucesso no controle quimico da mancha-de-ramularia, existe uma preo-
cupagio crescente da sociedade com a producio de alimentos e fibras com reduzida ou mesmo
sem a utilizacio de defensivos agricolas quimicos ou com a produgio certificada, onde existe
a garantia de que foram utilizados adequadamente. Para isso demanda-se outras estratégias de
controle. Dentre as alternativas para o manejo de doencas, o controle bioldgico, apresenta ser
uma ferramenta interessante, pois constitui uma pratica agricola ecologicamente sustentavel
(Morands; Bettiol, 2009). As espécies do género Trichoderma sio utilizadas com sucesso no
controle de fitopatdgenos habitantes do solo, por serem capazes de proteger plantas por meio
de diferentes mecanismos de agio e por colonizar eficientemente o substrato e o sistema
radicular de varias espécies de plantas (Harman et al., 2004; Woo et al., 2006). Alem disso, esse
género esta entre 0s microrganismos mais resistentes as toxinas e produtos quimicos naturais
e sintetizados pelo homem, capazes até mesmo de degradar alguns desses compostos, tais
como hidrocarbonetos e agrotdxicos (Harman, 2006; Woo et al., 2006). Outra importante
caracteristica desse género é que muitas de suas linhagens produzem esporos ¢ antibioticos em
abundancia (Woo et al., 2006; Lucon et al., 2009).
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A aplicacio de Trichoderma via foliar para controle de patogenos que causam doengas na
parte aérea de plantas ndo é uma pratica comum comparada 4 aplicagio em sementes e no
solo, pela dificuldade no seu estabelecimento, bem como pela exposicio as condigdes adver-
sas e aos pesticidas quimicos. Em folhas de morangueiro foi demonstrado que T atroviride
inibe o desenvolvimento de B. cinerea (Card et al., 2009). O ponto de entrada de B. cinerea
no tecido vegetal ¢ por meio de feridas, senescéncia de tecidos do hospedeiro ou aberturas
naturais, como os estbmatos e lenticelas, que sdo geralmente areas ricas em nutrientes devido
a exsudacio de aglicares e aminoacidos. Neste caso, a colonizagio de ferimentos ou tecidos
senescentes por Irichoderma gera uma competicio direta por nutrientes com B. cinerea, evi-
tando a infeccio (Vos et al., 2015). Na cultura do algodoeiro, a aplicagio foliar de T viride
reduziu a severidade da mancha-de-tamularia, tanto quando aplicado isoladamente ou em
associacio a fungicidas (Duarte et al., 2007; Freitas et al., 2007).

Entretanto, a simples substituicio de um produto quimico por um biologico nio ¢é a
op¢io mais adequada, mas sim o desenvolvimento de um sistema de manejo integrado que
inclua o controle de plantas voluntarias no periodo de entressafra, visando a reducio do
inoculo inicial, o plantio na época recomendada para a regido de cultivo, a utilizagio de
genotipos tolerantes ou resistentes & doenca, o monitoramento dos sintomas da doenga, visan-
do a utilizacio do método de controle adequado e a utilizagio de fungicida e de agentes de
biocontrole. Integrando a aplicacio de T asperellum, com o uso de fungicidas e a resisténcia
genética das variedades, Silva et al. (2017) observaram redugdes significativas na severidade
da mancha-de-ramularia em ensaios conduzidos em campos sob alta pressio de inoculo, con-
cluindo ser possivel o uso dessas ferramentas no manejo integrado. Neste estudo, Silva et al.
(2017) inicialmente observaram os efeitos da aplicagdo de fungicidas na severidade da doenca
em seis genotipos de algodio, tendo selecionado os gendtipos BRS 293 e BRS 372 que se com-
portaram com suscetivel e tolerante, respectivamente para estudos com controle biologico. Na
sequéncia os autores verificaram que um produto a base de T asperellum reduziu a severidade
da mancha-de-ramularia tanto em variedade suscetivel (BRS 293), quanto tolerante (BRS 372)
a doenga (Figura 1). Esses resultados claramente indicam o potencial da integracio de métodos
de controle da doenca.
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Figura 1. Severidade da mancha-de-ramularia em algodio tratado ou ndo com T asperellum (Quality
WG - Laboratério Farroupilha) ou com fungicida (Tetraconazole - Emerald, FMC) em Sapezal, Mato
Grosso, em condi¢des de campo na safra 2012/2013.

Fonte: adaptado de Silva et al., 2017

Mofo-branco

A doenca ¢ causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Esse fungo ¢ de
ampla ocorréncia em todo o mundo, com pelo menos 400 espécies de plantas hospedeiras
(Boland; Hall, 1994). No Brasil, o agente causal do mofo-branco em algodoeiro é comumente
associado a perdas significativas de produgdo em lavouras de feijio (Charchar et al, 1994;
Cardoso, 1994) e de soja (Yorinori, 1987). Em junho de 1996, no municipio de Paracatu, MG,
em uma area plantada com algodoeiro, cultivar Deltapine 90, irrigada sob pivd central, foram
observados sintomas de murcha, necrose e podridio umida da haste, do peciolo da folha e da
maga. No interior do capulho, em 95% das plantas inspecionadas, foram constatados micélio
branco de aspecto cotonoso e esclerodios escuros irregulares do patdgeno. A partir do tecido
infectado, foi feito isolamento e observou-se a formacio de colonias brancas com esclerodios
negros, irregulares e de tamanho variavel. Esclerodios encontrados no interior de capulhos
desenvolveram apotécios em, aproximadamente, 60 dias (Charchar et al., 1999). Estes autores
afirmaram que considerando o grande numero de plantas de algodio infectadas pelo fungo
S. sclerotiorum, no campo, e a severidade dos sintomas observados em diferentes partes da
planta, em determinadas circunstancias, essa doenga podera tornar-se bastante nociva a cultura
do algodoeiro no Brasil, devendo, portanto, ser preocupagio constante do produtor, tanto na
escolha da espécie a ser plantada como no manejo adequado, ao se verificar a presenga do
patogeno em determinada area.



374 Trichoderma: uso na agricultura

Recentemente, a doenga é observada em algodoeiro nos estados da Bahia e de Goids,
em areas de pivo central, precedida por continuos cultivos de feijio. A doena também tem
sido observada em regides de altitude em outros Estados, inclusive em areas de algodio nio
irrigado, causando redugdo no estande de plantas e com alta severidade em plantas adultas.

As pétalas de flores de algodoeiro caidas da planta apos a fecundagio da flor compdem
um substrato ideal para a germinagio de esclerodios de S. sclerotiorum. Outro agravante ¢ o
fato de a planta de algodoeiro formar um microclima, por um longo periodo, muito favoravel
para o desenvolvimento do patogeno. Devido & sobrevivéncia dos esclerodios do fungo no
solo, aliado a0 fato de que o algodoeiro tem um prolongado periodo de floracio, o manejo
dessa doenca em longo prazo ¢é bastante dificultado.

Os sintomas da doenga sio murcha, necrose e podridio imida em hastes peciolos e ma-
¢as. No interior do capulho, em geral, sdo constatados micélio branco de aspecto cotonoso e
esclerodios escuros irregulares sio formados tanto internamente quanto na parte externa da
maga. Esclerodios encontrados no interior de capulhos desenvolvem apotécios em, aproxima-
damente, 60 dias (Charchar et al,, 1999). Ao contrario dos esclerddios formados em outras
plantas, como feijio e soja, os esclerddios formados em algodoeiro sio maiores, e, a partir
destes, germinam muitos apotécios.

Alta umidade aliada a temperaturas variando entre 15°C e 25 °C sio condigdes que
favorecem a doenca. O fungo sobrevive no solo, por alguns anos, na forma de esclerodios.
Os ascosporos produzidos em apotécios, que sio originados da germinagdo dos esclerodios,
correspondem ao indculo primario do patogeno. As pétalas de flores caidas do algodoeiro
apos a fecundacio da flor podem formar um substrato ideal para a germinacio de esclerodios
de §. sclerotiorum. Ascosporos do fungo podem ser dispersos pelo vento e sobreviver por
até 12 dias no campo. Esclerodios podem ser dispersos em mistura ou aderidos as sementes
ou por sementes infectadas. Os esclerodios presentes no solo e nos restos de cultura também
podem ser dispersos pela dgua ou implementos agricolas.

Recentemente tem-se buscado reduzir os custos de producio de algodio, sendo o cultivo
em segunda safra (safrinha), principalmente no Estado do Mato Grosso, uma alternativa via-
vel. Atualmente, a maior 4rea plantada com algodoeiro no Mato Grosso é em segunda safra,
apos a colheita de soja. Nesse contexto, a sucessio de cultivos suscetiveis a0 mofo-branco pode
aumentar a severidade da doenca em areas de ocorréncia de S. sclerotiorum. Alem do cultivo
em segunda safra, também foram testados nos ltimos anos maiores densidades de plantas, di-
minuindo-se 0 espacamento das linhas, conhecido com sistema adensado de plantio (Kappes
et al,, 2016). Nesse sistema de cultivo, maiores incidéncia e severidade da doenga ocorreram
quando se cultivou algodoeiro com maior densidade (10 plantas/m, comparando-se com 8, 6
ou 4 plantas/m), bem como a cultivar FM 966, de menor porte, teve menor incidéncia e severi-
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dade de mofo-branco do que cultivares de porte alto (Suassuna et al., 20092). Em condicdes de
infestagio natural em campo, testando-se 34 diferentes genotipos de algodoeiro, todos foram
suscetiveis 4 doenca (Suassuna et al,, 2009b).

A capacidade §. sclerotiorum formar, mesmo em condicdes adversas, estruturas de resis-
téncia (esclerodios) que garantem sua sobrevivéncia por varios anos, limita o uso de espécies
agricolas na rotagio de culturas. Nio existem cultivares de algodoeiro resistentes e o controle
quimico nem sempre ¢ eficaz. Nesse contexto, formulacdes comerciais a base dos fungos T
harzianum e T, asperellum, visando a redugio de esclerodios, podem ser aplicadas ainda na
cultura da soja no final do ciclo (em sistema de segunda safra) ou no inicio do cultivo do
algodoeiro (cultivo unico), entretanto, antes do inicio do florescimento. Aplicagdes durante a
entressafra devem ser evitadas devido as condices ambientais desfavoraveis ao estabelecimen-
to de Trichoderma nessa época. A integragio de medidas como controle biologico, controle
quimico durante o periodo de floracio (em casos de alta severidade), rotagdo de culturas com
plantas nio hospedeiras, adogio do sistema de semeadura direta, além de outras praticas,
devem ser implementadas para o manejo dessa doenca.

Consideracoes finais

A cultura do algodoeiro demanda grande quantidade de defensivos quimicos no manejo de
adversidades de origem biotica, principalmente em ambiente tropical. O volume de pesticidas
precisa ser reduzido, tanto do ponto de vista ambiental quanto econémico. Uma das possibilidades
vislumbradas € a geracio e/ou aplicagio de tecnologias que estabelecam equilibrio biologico entre
a populacio de fitopatdgenos e agentes de controle biologico na cultura, garantindo estabilidade
produtiva. Nesse contexto, fungos do género Trichoderma, conhecidos por sua atividade
simbidtica com plantas cultivadas, exercem efeitos positivos no crescimento, desenvolvimento,
produtividade e inducio de respostas de defesa. Além disso, por serem micoparasitas, protegem
as plantas diretamente contra fungos fitopatogénicos. Essas caracteristicas tornam o género
Trichoderma um excelente tema para exploracio devido ao seu potencial.

Recentemente, foi proposto que a manipulagio do microbioma da planta pode ser uma
estratégia de biocontrole no campo (Berg et al., 2017). O uso de microrganismos capazes de
modificar todo o microbioma da planta levara ao desenvolvimento de novas estratégias de
biocontrole com base na populagio de microrganismos como um todo, ajudando as plantas a
desenvolverem defesas contra patogenos. A diversidade do microbioma é crucial para a satide
da planta e pode mudar facilmente de benéfica para nociva (Yan et al., 2017). Microrganismos
benéficos como fungos micorrizicos, bacterias fixadoras de nitrogénio e fungos e bactérias
endofiticos estio entre os organismos mais influentes na estrutura microbidtica da planta,
dentre estes, espécies do género Trichoderma.
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O controle de doencas na cultura da batata (Solanum tuberosum L.) representa percentual
significativo no custo de producio, podendo muitas vezes, se mal planejado, inviabilizar a
produgio, 1ss0 s aplica tanto para patogenos de parte aérea quanto para patogenos de solo que
interferem no desenvolvimento da cultura. Entre aqueles fungos que se destacam pelos prejuizos
promovidos no cultivo da batata podemos eleger a Rhizoctonia solani como sendo de elevada
importancia e de dificil controle, promovendo disturbios que reduzem a produgio e interferem
na qualidade final.

O fungo R. solani & um importante fungo de solo, necrotrofico (Mayo, et al., 2015) que
persiste 1o solo por longos periodos, produzindo esclerddios como estrutura de sobrevivéncia.
Este fungo apresenta mais de 100 espécies que causam danos severos a muitas culturas agricolas
economicamente importantes, bem como espécies arboreas em todo o mundo (Druzhinina;
Kubicek, 2005). Ele possui ampla distribuicio geografica, considerado cosmopolita, atuando
como saprofita no solo e como patdgeno de plantas, com iniimeros hospedeiros e, entre outras
doengas, causa tanto o cancro do caule como o descamacio da batata (Solanum tuberosum
L), o que leva a redugdes na producio e perdas na qualidade dos tubérculos. Apresenta catorze
grupos de anastomoses geneticamente distintas (AG1 a AG13 e AGBI) com um grau Gnico de
especificidade do hospedeiro e reprodutivamente mostram-se incompativeis entre si (Brewer;
Larkin, 2005; Chen et al., 2016). E um fungo que causa doengas em plantulas, podridio radi-
cular e morte em pré e pos-emergéncia (Gajera et 1, 2016). Todos os anos, este fungo provoca
enormes perdas de rendimento em mais de uma centena espécies horticolas (Chen et al., 2016).

O controle de R. solani torna-se dificil devido a alta taxa de sobrevivéncia de esclerddios, sua
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ampla gama de hospedeiros e seu comportamento ecolégico. Portanto, as estratégias para con-
trolar R. solani sio limitadas porque nenhuma cultivar apresenta resisténcia completa. Contro-
les agrondmicos como a rotacio de culturas sio altamente confidveis para combater esta doenca,
embora o habito polifago de alguns isolados possa incluir as espécies de culturas rotacionadas.
Fungicidas de amplo espectro também estio disponiveis, mas tém alta toxicidade e ndo sio
ecologicamente corretos. Além disso, os métodos de controle quimico podem ndo ser viaveis
nem econdmicos para o controle de muitos patégenos transmitidos pelo solo. Dessa forma, a
estratégia de biocontrole oferece uma alternativa ecologicamente correta para proteger as plantas
desses fungos de solo (Abbas et al, 2017). Existem muitos estudos relatando que o controle
bioldgico com o género Trichoderma (Teleomorph: Hypocrea) é eficaz no controle de R. solani
(Brewer; Larkin, 2005), promovendo o crescimento das plantas e estimulando as respostas de
defesa das plantas (Druzhinina et al., 2011). Trichoderma spp. sio tipicamente fungos filamen-
tosos aerobios, facultativos e cosmopolitas que podem ser encontrados em grande nimero em
solos agricolas e em outros substratos, como madeira em decomposigio (Druzhinina; Kubicek,
2005). O género Trichoderma apresenta uma gama notavel de estilos de vida e interagdes com
R. solani e pode ser usado como controle biologico de doengas de plantas (Anees et al., 2011).

Especies do género Trichoderma vém sendo utilizadas com sucesso no controle de
fitopatogenos de solo, por serem capazes de proteger plantas por meio de diferentes mecanismos
de agdo (micoparasitismo, antibiose, competicio e indugdo de resisténcia), e por colonizar efi-
clentemente o substrato e o sistema radicular de vrias espécies de plantas (Harman et al., 2004;
Harman, 2006; Woo et al., 2006). Alem disso, esse género esta entre os microrganismos mais
resistentes s toxinas e produtos quimicos naturais e sintetizados pelo homem, capazes até
mesmo de degradar alguns desses compostos, tais como hidrocarbonetos e pesticidas (Harman
et al,, 2004; Harman, 2006; Woo et al,, 2006). Outra caracteristica importante desse género ¢
que muitas de suas linhagens sdo produtoras prolificas de esporos e de poderosos antibioticos
(Woo et al., 2006).

Trichoderma spp. e seus metabOlitos extracelulares sio explorados como agentes de biocon-
trole ou fungicidas biologicos visando controle de patdgenos de plantas (Vinale et al., 2008).
Esses metabolitos incluem metabolitos volateis e solveis em agua e metabélitos secundarios
de baixo peso molecular (Eziashi et al., 2007; Schuster; Schmoll, 2010; Kotasthane et al., 2015).
Kotasthane et al. (2015) coletaram 20 isolados de Trichoderma de diferentes localizacdes geo-
graficas e descobriram que, dentre todos os isolados, um isolado de Trichoderma viride (T14)
for identificado como elevado produtor de fosfato inorgnico, AIA e sideroforo, apresentando
elevado antagonismo contra R. solani, e habilidade para promogio de crescimento de plantas.
A associagio de proteinas de Trichoderma spp. estio envolvidas na sintese de metabolitos se-
cundarios deletérios, preenchimento, reconhecimentos, sinais de transducio e reprogramacio
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genética da expressdo génica, bem como no micoparasitismo de R. solani (Abbas et al., 2017).
Trinta e cinco cepas de T viride e T harzianum foram testadas quanto a sua capacidade ante-
gonica contra o patégeno R. solani por Krishnamurthy et al. (1999), destes isolados os autores
verificaram para alguns isolados a inibicdo in vitro do crescimento desse patdgeno através da
acio da quitinase. O biocontrole de R. solani em tomates cultivados em casa de vegetacio e
em campo foi analisado utilizando T harzianum onde os autores constataram reducio de
mortalidade e menores niveis de cancro nas plantas tratadas (Montealegre et al., 2010). Franca
et al. (2015) avaliando a queima da bainha de arroz causada por R. solani observaram redugio
na severidade da doenga, aumento na produtividade e no peso de grdos em plantas tratadas
por T asperellum. O tombamento (damping-off) em culturas cultivadas em estufa causadas
por R. solani foi controlado com uma formulacio de varios Tricoderma spp. avaliadas por
Lewis e Lumsden (2001). Vinte e oito potenciais biocontroladores foram avaliados por Brewer
e Larkin (2005) por apresentarem eficacia sobre R. solani, o fungo T virens foi o que demons-
trou um melhor controle do cancro em batata, porém os autores sugerem a combinagio de
biocontroladores para melhores resultados, sugerindo que essa abordagem pode melhorar a
eficacia do biocontrole.

O mecanismo pelo qual as estirpes de Trichoderma mostram-se fitopatogénicas caracte-
rizamese em trés tipos; competicio direta por espago ou nutrientes, como observado para T,
viride e T, harzianum (Montealegre et al., 2010), T viride (Silva et al., 2012), T’ harzianum, T
virens e T atroviride (Tsror et al., 2001), isolados de Trichoderma spp. (Naeimi et al.,, 2011) e T.
asperellum (Asad et al, 2014); producio de metabolitos de antibioticos de natureza volatil ou
ndo volatil; e micoparasitismo direto de certas espécies de Trichoderma em fungos patogénicos
de plantas (Daguerre et al., 2016). Varios genes tem sido clonados a partir de Trichoderma
spp. e utilizados contra R. solans. O primeiro gene que foi 1solado de T virens foi o Tvspl.
Este gene foi clonado com sucesso e sua funcio analisada, descobrindo-se que ele codifica
a enzima serina protease. Esta serina protease foi utilisada para controlar R. solani em mudas
de algodio. Foi encontrada degradacio da parede celular fungica pela enzima serina protease
(Pozo et al., 2004).

Para Bellows et al. (1999), doencas causadas por patogenos de plantas transmitidas pelo
solo, o controle bioldgico ou biocontrole, referese 4 introducio de organismos que sio anta-
gonicos a0 patogeno ou reduzem seus efeitos, ou a um aumento na densidade ou atividade de
organismos antagbnicos de ocorréncia natural, resultando em uma reducio da severidade da
doenca. Mecanismos de agio que sustentam o biocontrole incluem a destruicio do patdgeno
diretamente (mecanismos incluem predacio, micoparasitismo ¢/ou producio de compostos
antibioticos) ou a exclusio do patogeno através da competigdo por recursos e a indugio da
resisténcia do hospedeiro.
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Independente da forma em que o biocontrole seja introduzido no sistema, os mecanis-
mos pelos quais a supressio da doenga ¢é alcancada tradicionalmente se resumem em quatro
categorias gerais; competicio, antibiose, micoparasitismo e indugio de resisténcia de plantas,
tendo ainda a promogio do crescimento, como um possivel quinto mecanismo indireto de
biocontrole (Handelsman; Stabb, 1996; Hoitink; Boehm, 1999; Bienkowski, 2012). Todos esses
mecanismos de acio tém sido observados no controle das doengas causadas por Rhizoctonia,
conforme detalhado por Bienkowski (2012).

Considerando a competicio por nutrientes e espago, um estudo realizado por Weinhold et
al. (1972) demonstrou que a viruléncia de R. solani em plantulas de algoddo depende do estado
nutricional do micélio, mostrando que os fungos mais bem nutridos tornam-se mais patogé-
nicos. Além disso, Dijst (1988) verificou que R. solani AG 3 produziu esclerédios com maior
massa em melo rico em nutrientes em comparacio com meios pobres em nutrientes, € sugeriu
que uma maior incidéncia de crosta preta apos a destruicio da haste pode resultar parcialmente
do aumento da exsudacio de nutrientes pela planta hospedeira. Portanto, concluiu que as inte-
ragdes que impedem o patogeno de acessar a nutricio exogena, a partir do solo ou dos exsudatos
das plantas, diminuirdo seu potencial patogénico.

A supressio de doencas causadas por Rhizoctonia por determinados microrganismos
especificos € freqiientemente atribuida a producio de metabolitos secundarios, que sio
diretamente toxicos para o patogeno, caracterizando a antibiose (El-Tarabily; Sivasithamparam,
2006; Homma, 1996; Whipps, 2001). Os compostos implicados no biocontrole de R. solani
sio geralmente antibioticos ou enzimas que degradam a parede celular de fungos. Foi
demonstrado que a capacidade de muitas cepas de rizobactérias na supressio de patogenos
de plantas € dependente de sua capacidade de produzir metabélitos secundarios que inibem
diretamente os patogenos, e estes incluem antibidticos, sideroforos, bacteriocinas e cianeto
(Homma, 1996). Cepas de Trichoderma sio frequentemente investigadas para o biocontrole
de doengas Rhizoctonia, e muitas produzem compostos inibitorios, como 6-pently- -pirona,
que inibe o crescimento de R. solani in vitro (Scarselletti; Faull, 1994), tricodermina, um
composto antimicotico (Bertagnolli et al., 1998) e endocitinases e endoproteinases inibidoras
de R. solani (Bertagnolli et al., 1996). Ainda sobre supressividade de solos, Sigiefias et al (2014)
isolou quatro espécies do género Trichoderma em areas de cultivo de batata, no Pert (distrito
de Huamachuco). Os autores coletaram 17 amostras ¢ destas, 11 apresentavam Trichoderma
correpondendo a quatro espécies: T atroviride, T viride, T harzianum e T pseudokonigii.

Grosch et al. (2006) selecionaram 390 isolados fingicos em uma série de ensaios in vitro e
in vivo, e os seis primeiros candidatos ao controle de Rhizoctonia em plintulas de batata em
um experimento em vaso e em um campo foram cepas de Trichoderma reesei e T. viride. Outro
isolado de T viride foi avaliado por Coley-Smith et al. (1991) apresentou o melhor desempenho
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em nove isolados de Trichoderma para o controle da podridio em alface causada por R. solani,
obtendo controle equivalente ao fungicida tolchlofos-methyl. Beagle-Ristaino e Papavizas (1985)
verificaram que as aplicacdes em campo de um T viride e um T virens reduziram a severidade
do cancro-da-haste de batata e a viabilidade de esclerodios em tubérculos e em solo. As estirpes
de T harzianum sio frequentemente citadas como supressores das doengas causadas por R.
solani, incluindo o isolado T-22. Esse isolado, o T-22 reduziu o indice precoce de lesdes de
Rhizoctonia em experimentos em vaso, embora o antagonismo diminuisse ao longo do tempo
e reduzisse a formacdo de crosta negra em tubérculos, reduzindo a proporcio de tubérculos mal
formados, subdimensionados ou nio (Wilson et al., 2008). Outros isolados de T harzianum
reduziram o tombamento de feijio-vagem na estufa (Marshall, 1982) e reduziram a podridio
-negra-da-raiz de plantas de morangueiro com aplicagdes em estufa e campo, resultando em
maior produtividade (Elad et al,, 1981). Outro isolado de T harzianum reduziu a proporcio
de plantas de feijio com doenca causada por Rhizoctonia em casa de vegetacio e em experi-
mentos de campo, mas o controle diminuiu 4 medida que a temperatura do solo aumentou
(Elad et al., 1980). Outra cepa de T harzianum reduziu o tombamento de sementes de algodio
de forma tdo eficaz quanto o fungicida pentacloronitrobenzeno, assim como uma cepa de T,
hamatum (Elad et al., 1982). Mihuta-Grimm e Rowe (1986) demonstraram que outro isolado
de T hamatum proporcionou melhor controle de campo do tombamento em rabanete do que
o pentacloronitrobenzeno.

Como estratégia para o biocontrole, Bienkowski (2012) cita que o micoparasitismo &
atraente em principio, pois envolve a destruicio direta e direcionada do patogeno pelo agente
de biocontrole. Existe um grande numero de pesquisas explorando o potencial dos micopara-
sitas para controlar R. solani, e algumas das espécies mais comumente investigadas incluem
T harzianum, T hamatum, T viride, T virens, Laetiaria arvalis, Pythium nunn, Gliocladium
roseum, Verticillium biguttatum e Stachybotrys elegans (Boogert, 1996). Existem algumas pro-
blemas para micoparasitismo que limitam a aplicacio deste modo de acio, como visto para
Verticillium biguttatum que recebeu muita atengdo como um potencial agente de controle
biologico de R. solani em batata, mesmo sendo um agente dependente de R. solani para seu
desenvolvimento natural (Boogert; Luttikholt, 2004; Boogert et al., 1990; Morris et al., 1995).
A faixa ecoldgica de V. biguattatum ¢ mais restrita que R. solani, portanto, seu hospedeiro
pode escapar da infeccdo. O biocontrole de tombamento promovido por Rhizoctonia de
rabanete por um isolado de Trichoderma hamatum foi reduzido pela presenca de fungos
termofilicos em meio recipiente contendo casca de madeira, potencialmente porque os fungos
termofilicos forneceram um alvo alternativo para o micoparasitismo (Chung; Hoitink, 1990).
Portanto, se as condicdes ambientais ndo forem favoraveis ou se houver hospedeiros alternati-
vos, € improvavel que o micoparasitismo suprima suficientemente o patogeno.
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A indugio de resisténcia também foi abordada por Bienkowski (2012), quando cita o
trabalho de Lehtonen et al (2008), onde foi demonstrado que as plantas de batata respondem
a infeccdo por cepas virulentas de R. solani por ativacio sistémica de uma série de genes de
defesa, incluindo as enzimas hidrolisadoras de quitina, 1,3, -B-glucanase, que estdo envolvidas
na hidrolise das paredes celulares dos fungos, e que isto diminui a probabilidade de infecgio
das hastes subsequentes da parte aérea. Outros organismos nio patogénicos que ativam as mes-
mas vias podem diminuir as doencas promovidas por Rhizoctonia em batata. Cardinale et al.
(2006) demonstraram que o tombamento de rabanete causado por Rhizoctonia foi reduzido
por uma cepa de R. solani hipovirulenta, que induziu resisténcia sistémica e também compe-
tiu com uma cepa virulenta de R. solani por espaco e nutrientes. Esta abordagem também foi
demonstrada para o controle da doenga causadas por Rhizoctonia e em manchas foliares na
cultura de milho (Pascual et al., 2000).

T atroviride, por sua vez, tem sido demonstrado que inibe, em condicdes de laboraté-
rio, o crescimento micelial de R. solani, um dos agentes patogénicos mais importantes sio
transmitidos atraves do solo, cujo controle normalmente envolve a utilizagio de produtos
quimicos, que leva a um aumento nos custos da cultura e efeitos adversos na saude humana e
animal. Alem disso, os patdgenos podem desenvolver resisténcia contra produtos quimicos, o
que aumenta o desafio de proteger as plantas (Carisse et al, 2001; Grenville-Briggs et al., 2008;
Lahlali; Hijri, 2010).

A principal causa da atividade de biocontrole de Trichoderma esta relacionada com a pro-
ducio de quitinases para desintegrar a parede celular de fitopatogenos fingicos (Anand; Jaya-
rama, 2009). Matroudi et al. (2009) testaram 30 isolados de Trichoderma e com base no nivel
maximo de quitinase, indicando que T atroviride pode ser empregado como agente de controle
biolbgico a campo contra Sclerotinia sclerotiorum. Woo e Lorito (2007) relatam varias espécies
de Trichoderma sio antagonistas de patogenos de plantas. Estas espécies sio conhecidas por
produzirem diferentes tipos de Enzimas de Degradacio da Parede Celular (CWDEs), e cente-
nas de antibioticos e compostos bioativos que ainda ndo estio caracterizados. Trichoderma
spp. produzem abundantes compostos biologicamente ativos, incluindo os CWDEs e meta-
bolitos secundarios que ajudam na reducio dos efeitos deletérios dos fitopatogenos e também
promovem respostas positivas em plantas (Munir et al., 2013). Estes fungos produzem uma
mistura de enzimas incluindo B-1,3-glucanases e quitinases que sio antifungicas por natureza.
Ambas as enzimas antifungicas cooperam entre si durante a atividade antagonista e também
com outras enzimas relacionadas. Limon et al. (2004), verificaram que o T harzianum é um
fungo antagonico comumente disperso no ambiente, geralmente correlacionado com as enzi-
mas antifungicas quitinases que degradam as paredes de células fungicas. As enzimas quitinase
produzidas por T harzianum tém papel importante na atividade antagonica e indicam que
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as enzimas quitinoliticas resultam na hidrolise da parede celular fungica contendo quitina.
Thrane et al. (2000) estudaram dois isolados do antagonista Trichoderma spp., P1 e T3, que
produziram diferentes tipos de enzimas liticas em cultura liquida. A combinacio dos dois
isolados resultou em menor atividade do que cada isolado testado isoladamente e ndo houve
diferencas significativas entre estes dois isolados quanto a capacidade de proteger as plantulas
de pepino contra P. ultimum. O micélio fresco e seco do fungo patogénico S. rolfsii foi facil-
mente hidrolisado pelas enzimas chitinase e B-1,3-glucanase presente no filtrado de cultura de
T harzianum e estas enzimas reduziram o crescimento de . Rolfsii.

Lucon et al. (2009), selecionaram e identificaram isolados de Trichoderma spp. para o
controle do tombamento causado por Rhizoctonia solani (AG4) em plintulas de pepino
(Cucumis sativus L.), alem de avaliar o efeito de concentragdes crescentes e de combinagdes
dos 1solados mais eficientes no controle da doenga. Os experimentos foram conduzidos em
casa de vegetacio, com 490 isolados. O tombamento das mudas foi avaliado uma semana ap6s
aaplicagio a base das plantulas de substrato infestado com antagonista (1%) e patdgeno (1%).
Os doze isolados que proporcionaram mais de 85% de redugio da doenca foram testados
em concentragdes crescentes para o controle do patogeno (1%): 0,5; 1; 2; 3 e 4%. Também
foi avaliado o efeito das combinagdes dos cinco isolados mais promissores. Dos 490 isolados
testados 44 (9%) reduziram o tombamento. As concentrages de antagonistas superiores
a 2% foram as mais efetivas no controle da doenga. Apenas duas combinagdes resultaram
no aumento do controle da doenca. Os isolados mais efetivos foram identificados como T,
hamatum (IB08, IB30, IB60), T harzianum (IB34, IB35), T. atroviride (IB13), T spirale (IB16,
1B24) e T asperellum (IBA4).

Produtores de batata, assim como outros agricultores, tem grande responsabilidade na
manutencio da sanidade de seus cultivos. Particularmente, a cultura da batata apresenta pro-
blemas muito sérios no aspecto fitopatoldgico, destacando-se enfermidades como a requeima
e a pinta-preta, consideradas epidémicas e de atencio constante no manejo, sendo que qual-
quer desatencio compromete o manejo e reflete-se na produgio, fato este que cria uma certa
dependéncia do manejo quimico, permitindo que parte dela ou toda a responsabilidade pela
sanidade dos cultivos seja fornecida gracas ao uso correto desses produtos. De certa forma,
essa filosofia de agdo, tem prejudicado a adogio por outros métodos de controle, como a
utilizacio de controle biologico, mantendo sua atencio nos principais problemas da cultura.
Esta revisio nos permite observar que ndo s existem outros problemas, que podem se agravar
por falta de manejo adequado, como também os principais problemas podem ser amenizados
pela adequacio de outras tecnicas. A introdugio de biocontroladores, no manejo de fungos
necrotroficos, melhorando a biota do solo, permitird também uma reducio no indculo de
patogenos importantes nas areas destinadas ao cultivo da batata.
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Introducio

No Brasil, as dimensdes do pais, a ampla gama de espécies cultivadas e seus respectivos
problemas fitossanitarios abriram inumeras possibilidades de desenvolvimento de aplicacio
do controle bioldgico. A cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L) tem sido direta-
mente beneficiada com a disponibilizagio de bioprodutos a base de Trichoderma spp. e outros
microrganismos benéficos. Apesar do ciclo meédio relativamente curto da cultura, em torno
de 90 dias, esta espécie esta sujeita ao ataque de uma série de patogenos de importincia eco-
nomica, varios destes controlados insatisfatoriamente pelos tradicionais fungicidas sintéticos
e resisténcia genética.

Estas dificuldades no manejo fitossanitario da cultura criaram demandas para a adocio
do controle biologico, nas suas diversas formas de adocio. As acdes de biocontrole conduzidas
no Brasil e no exterior geralmente tratam do uso de antagonistas especificos para controle de
um patogeno especifico, numa estratégia de “aumentagio” (Cruz, 2002), onde os esforcos sio
feitos para aumentar a populagio de inimigos naturais por propagacio e liberacio ou por
manipulagio ambiental. Na “aumentaco”, estio incluidas as praticas agrondmicas tradicio-
nalmente realizadas para incrementar o nimero ou o efeito dos antagonistas, como tratamen-
to de sementes e aplicagdes dirigidas ao sulco de plantio ou spray por barra de pulverizacio.
Sio formas diversas de se inocular microrganismos benéficos ou libera-los periodicamente
de forma inundativa, para controle dos patogenos-alvo. Entre dezenas de fungos e bactérias
que podem que podem ser utilizados no biocontrole, varias espécies pertencentes ao género
Trichoderma se destacam entre os antagonistas mais eficientes (Harman, 2000).
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O controle bioldgico também pode ser obtido pela estratégia de “conservacio”, onde ha
estimulo para preservar ou aumentar as populacdes de inimigos naturais pela manipulagio
ou manejo do agroecosistema. O biocontrole de doencas por “conservagio” aparentemente é
menos investigado do que os métodos de inundacio, mas ¢ o resultado visivel de praticas de
agricultura conservacionista, como o Sistema Plantio Direto e a Integracio Lavoura-Pecudria.
Podem ser incluidos nesta abordagem estudos de impacto ambiental e sobrevivéncia de anta-
gonistas apos sua aplicaio, conforme sua interagio com a comunidades de microrganismos
do solo e os diferentes patogenos que coexistem nos sistemas produtivos.

Cenario da produgio de feijio-comum no Brasil e suas doencas

De 2009 a 2019, observou-se uma queda da 4rea cultivada com feijio comum no Brasil
de 4,5 para 3,0 milhdes de hectares (Conab, 2019) e, em contraste, aumento da produtividade
média nas trés diferentes safras (Figura 1). Cultivares mais produtivas, novos insumos e avan-
¢os no manejo da cultura sio os principais responsaveis pela maior produtividade média mas,
por outro lado, a intensificacio dos cultivos foi acompanhada pelo aumento de problemas
fitossanitarios na cultura. Com a intensificacio de cultivos onde o feijoeiro é rotacionado
com mais uma ou duas culturas anuais (frequentemente soja e milho), ocorreu um aumento
da presso de doengas no campo. Nos sistemas de produgio de sequeiro ou irrigados, ha
condicdes favoraveis para o desenvolvimento de um complexo de patogenos de ampla gama
de hospedeiras e que sobrevivem no solo, podendo inviabilizar o cultivo do feijio comum.
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Figura 1. Evolugio da produtividade média do feijio-comum em trés safras, de 1985 a 2017.
Fonte: CONAB e Embrapa Arroz e Feijo.
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Doencas como o mofo-branco causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e as
doengas radiculares causadas pelos complexos de espécies de Fusarium oxysporum Schltdl. e
de Fusarium solani (Mart.) Sacc., além de Rhizoctonia solani Kuhn sio as principais doencas
radiculares do feijio comum, e que podem ser melhor manejadas com a inclusdo de agentes
de biocontrole. Outras doencas como mela, podridio-cinzenta-da-haste e os nematoides tam-
bém sdo causadoras de perdas de produtividade e controlaveis por bioagentes, mas que ainda
contam com poucos estudos sistematizados sobre seu manejo com antagonistas, nesta cultura.

Apesar dos ganhos em produtividade e da oferta de tecnologias e insumos, o desenvolvi-
mento destes sistemas produtivos nio foi acompanhado por reducio dos riscos. Em especial,
os sistemas irrigados por pivo-central representam os casos mais conhecidos de acimulo de
diversos patogenos e pragas, beneficiados pela umidade fornecida pela irrigacio e pela “ponte
verde” formada pela sucessio de culturas hospedeiras. Dentre os problemas quase onipresentes
principalmente no Centro-Sul do pais, destaca-se 0 mofo-branco, sendo S. sclerotiorum uma
“praga” ndo-quarentendria regulamentada para as culturas do feijio-comum, soja, algodio
e girassol (Brasil, 2004), e que incide sobre mais de 400 espécies hospedeiras (Boland; Hall,
1994). O mofo-branco pode, em casos mais severos, matar as plantas afetadas causando perda
total da lavoura e inviabilizar economicamente as areas infestadas. Somente para seu controle
quimico no fetjoeiro-comum, estima-se que o custo adicional com fungicidas atinja RS 650,00
ha', e que sua eficiéncia em areas com mais de 19 esclerodios m? seja limitada (Costa, 1997). A
dependéncia de fungicidas especificos para 0 mofo branco junto as perdas na produgdo atingi-
ram mais de RS 33 milhdes, somente na safra irrigada de feijio em Goias (Ricardo et al., 2008).

O mofo-branco & uma doenga monociclica e a redugio do indculo inicial (esclerodios) no
solo por fungos e bactérias constitui um fator crucial para seu controle (Bae; Knudsen, 2007
Zachow et al,, 2011; Zeng et al., 2012b; Geraldine et al., 2013). Os resultados mais evidentes
do controle bioldgico do mofo-branco sio a redugio do banco de esclerodios no solo (Figura
2), menor severidade da doenca e aumento do rendimento das culturas. O controle quimico
tambeém ¢ beneficiado pela reducio do indculo inicial, com melhor controle da doenca. Estes
resultados aumentam a confiabilidade do biocontrole e fomentam a sua insercio no manejo
integrado da doenca.
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Fotos: Murillo Lobo Junior.

Figura 2. Diferengas entre cepas de Trichoderma spp. eficientes (A, B, C) e ineficientes (D, E) no
micoparasitismo de esclerodios de S. sclerotiorum. F = controle sem tratamentos.

Nas areas irrigadas também se destacam outros patdgenos habitantes do solo, como os
fungos E solani e R. solani e diversos fitonematoides, que causam danos no eixo principal e
apodrecimento de raizes primarias. Estas espécies estio presentes, respectivamente, em 100%
e 48% dos cultivos com feijoeiro- comum na Regido Centro-Oeste (Lobo Jr.; Louzada, 2005).
Com a perda de raizes primarias, as plantas nio absorvem nutrientes e agua apropriadamente,
tornando-se raquiticas ou dependentes de adubagdes e irrigagio mais intensivas, para com-
pensar apenas parcialmente este complexo de doengas responsavel por um potencial de perda
superior a 40% da produtividade (Lobo Jr., 2005).

Fusarium oxysporum {. sp. phaseoli e F. solani formam clamiddsporos como estruturas
de resisténcia. Patogenos como M. phaseolina e R. solani apresentam microesclerodios, que
podem sobreviver no solo por varios anos. Os clamidosporos e esclerodios podem ficar na
superficie ou sob o solo, dificultando a acio de fungicidas. Esses patogenos também podem
ser disseminados via sementes e implementos agricolas infestados, o que facilita sua dispersio
alongas distancias. Tanto F. oxysporum f. sp. phaseoli, F. solani quanto R. solani sobrevivem
por tempo indefinido no solo, pela colonizacio de matéria orginica morta. Este complexo de
patogenos radiculares reduz a eficiéncia do uso de nutrientes e elevam os custos de producio,
reduzindo a rentabilidade dos cultivos. As consequéncias destas perdas afetam, além do pro-
dutor, participantes do agronegdcio, consumidores e 0 meio ambiente.

O controle biologico ¢ utilizado para redugdo do indculo inicial e protecio de raizes
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contra as podriddes radiculares. Nos patossistemas aqui abordados, este método ¢ caracteri-
zado pelo uso de antagonistas que parasitam estruturas de resisténcia e hifas, e pela protecio
de plantas por meio de colonizagio do sistema radicular, a rizocompeténcia (Figura 3). O
método pode ser combinado com o manejo integrado do mofo-branco, inclusive para reduzir
a dependéncia do uso de fungicidas sintéticos na agricultura convencional.

5

Fotos: Murillo Lobo Junior.

4

. A

Figura 3. Colonizacio de raizes de feijio comum por Fusarium solani (A) e por Trichoderma spp. (B),
de tratamentos cultivados no mesmo substrato infestado pelo patogeno.

Trichoderma como agente de biocontrole

A habilidade do género Trichoderma em controlar doengas de plantas foi descoberta na
década de 1930 por Weindling (1932), e nos anos que se seguiram, centenas de estudos foram reali-
zados demonstrando o potencial deste género no biocontrole. O género Trichoderma possui ampla
distribuicio em solos do mundo inteiro, em quase todos os tipos de solos. Este fungo ¢ frequen-
temente agressivo na competicio por nutrientes e exsudatos vegetais (Samuels, 2004). Sua presenca
também pode ser observada sobre restos de plantas colonizadas por patdgenos, o que confirma o seu
carater parasita e seu potencial como agente de biocontrole.

As espécies de Trichoderma possuem varias caracteristicas que favorecem a sua sobrevivén-
cla no solo, assim como os tornam vantajosos como agentes de biocontrole. Sdo saprofitas,
apresentando rapidez na colonizacio de substrato (Figura 4), possuem exigéncias nutricionais
minimas; produzem clamidosporos, que sio estruturas de resisténcia para sobreviver sob con-
dicbes climaticas adversas; produzem substincias toxicas (antibioticos), bem como enzimas
degradadoras de parede celular de outros fungos (quitinases, glucanases, entre outras) sendo
ainda capazes de degradar varios carboidratos estruturais e nio estruturais (Geraldine et al,
2013; Trotan et al., 2014).
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Foto: Murillo Lobo Junior.

Figura 4. Colonizacio de palha em solo cultivado em Sistema Plantio Direto, por Trichoderma spp.

Existem mais de 250 espécies conhecidas do género Trichoderma (Bissett et al., 2015),
mas algumas delas como T harzianum e T, asperellum, habitantes naturais de solos, sio as
mais utilizadas para o biocontrole. Estas espécies também promovem a indugio de defesas da
planta contra patdgenos diversos (Howell, 2003) e o crescimento de plantas pela sintese de
fitohorm6nios como o acido indol-3-acético (AIA).

O Trichoderma € o agente de biocontrole mais estudado no mundo (Lorito et al., 2010),
devido a seus diversos mecanismos de agdo, com centenas de estudos que endossam a sua
eficiéncia no controle biologico e na promocio de crescimento vegetal. No Brasil, o niimero
de produtos comerciais a base de Trichoderma legalmente registrados no Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) tem crescido, mas ainda é limitado. Desta forma,
ha a necessidade de realizar estudos sistematizados visando a exploracio da diversidade deste
antagonista nos solos brasileiros, para prospeccio de novas cepas com alta eficiéncia na pro-
mogo do crescimento de plantas e no biocontrole de doengas.

Segundo Samuels e Hebbar (2015), isolados de T harzianum, sozinhos ou em combinacio
com outras espeécies de Trichoderma ou adjuvantes quimicos, tem sido utilizados no controle
de doencas. Em levantamento realizado por Bettiol e Morandi (2009), foram identificadas 13
empresas que produziam e comercializavam Trichoderma. Nesta revisio, os autores relataram
que os patogenos alvos dos produtos a base de Trichoderma incluem: Fusarium spp., Pythium
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spp., Rhizoctonia spp., Macrophomina spp., Botrytis spp., Crinipellis spp. e S. sclerotiorum,
principalmente para as culturas de feijio-comum, soja, algodio, morango, cebola, alho, plan-
tas ornamentais e cacau. A oferta de biofungicidas e nematicidas microbioldgicos foi facilitada
a partir de 2013, com a autorizagdo de registro no Mapa dos novos produtos por alvo biolé-
gico. Atualmente, ha diversas opcdes para controle de fungos e nematoides que incidem sobre
o fejjio comum, com prevaléncia de T harzianum e T asperellum para controle de patdgenos
fngicos, conforme descrito no capitulo 2.

Os mecanismos de acio de Trichoderma spp. podem atuar de forma sinérgica, e depen-
dem do 1solado, do patogeno-alvo, da cultura agricola e das condicdes ambientais como
disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura ¢ umidade. Varias espécies de Trichoderma
sio comumente encontradas na rizosfera, que compreende a zona de influéncia do solo
que circunda as raizes. As raizes secretam compostos que atraem inmeros microrganismos,
entre antagonistas e fitopatogenos. A disponibilidade de nutrientes derivados dos exsudatos
radiculares e a variedade de microrganismos, potenciais alvos para o Trichoderma, podem ter
atraido os ancestrais deste género para se estabelecerem na rizosfera, facilitando a evolugio das
interagdes com a planta (Druzhinina et al., 2011).

Os mecanismos mais facilmente evidenciados nas interagdes antagonicas entre Trichoder-
ma e os fitopatogenos habitantes do solo sdo: micoparasitismo, antibiose e competicio. No
micoparasitismo o antagonista detecta o patogeno por estimulos quimicos no solo, e cresce
em sua direcio, produzindo enzimas hidroliticas que vio auxiliar na degradagio da parede
celular do patdgeno. O micélio do Trichoderma se enrola na hifa ou estrutura de resisténcia
do hospedeiro e, em seguida, inicia o processo de micoparasitismo. O bioagente penetra na
parede celular do hospedeiro e utiliza o contedo celular como fonte de alimento através de
enzimas hidroliticas tais como quitinases, glucanases, e proteases que desempenham papéis
fundamentais no controle biologico (Samuels; Hebbar, 2015).

A andlise comparativa dos genomas de T. atroviride, T virense T. reesei demonstrou que a
capacidade micoparasita ¢ inata ao género (Kubicek et al., 2011), mas durante a interacio com
R. solani as estratégias utilizadas por estas espécies de Trichoderma sio diferentes (Atanasova
et al,, 2013). Alem disso, os niveis de expressio de genes ligados ao biocontrole podem variar
de acordo com a estrutura fingicas que esta sendo parasitado, no caso, micélio, esclerédios ou
apotécios (Troian et al,, 2014), demonstrando que ha possibilidades de se ajustar a selecio de
antagonistas para micoparasitismo, de acordo com o alvo desejado.

A antibiose ¢ definida como a interacio entre organismos na qual individuos de uma po-
pulagio secretam metabolitos capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos individuos
de uma populagio de outra espécie (Bedendo et al., 2011). Trichoderma produz metabolitos se-
cundarios, como antibioticos e enzimas hidroliticas, volateis ou nio-volateis, capazes de inibir
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ou destruir propagulos de diferentes patogenos (Harman, 2000). Entre os diversos metabolitos
produzidos, a 6-pentil-pirona (6PP) & um composto orgnico volatil comum de Trichoderma,
responsavel pelo aroma de coco e pigmentagio amarela em algumas espécies (Hermosa et al.,
2013), que inibe o crescimento de patogenos como Fusarium oxysporum (Rubio et al., 2009).

A antibiose tem papel importante no controle biologico de doencas radiculares, mas seus
efeitos sio dificeis de serem separados do micoparasitismo em condicdes de campo. Entre-
tanto, Ethur et al. (2001), em testes in vitro, confrontaram diretamente espécies Trichoderma
spp. e 8. sclerotiorum e observaram que os agentes de biocontrole apresentaram até 93% de
inibicio do crescimento do patogeno, ainda que o bioagente possa utilizar também outras
formas de antagonismo.

Além dos mecanismos classicos - micoparasitismo e antibiose, as espécies de Trichoderma
também podem inibir os fitopatogenos por outros meios, como competicio por nutrientes e
espaco (Chet, 1987). A competéncia rizosférica (ou rizocompeténcia) de Trichoderma avalia a
habilidade do microrganismo de se estabelecer na rizosfera das plantas e competir com outros
microrganismos (Howell, 2003). Este autor salienta que embora a rizocompeténcia nio seja o
principal mecanismo que favoreca o controle biologico, essa capacidade pode ser considerada
um fator complementar.

No caso do feijdo comum, a colonizagio do sistema radicular & uma premissa basica para a
protecio de plantas e prevencio do ataque de nematoides e fungos causadores de podriddes, onde é
possivel encontrar isolados de Trichoderma que reinam esta e outras caracteristicas desejaveis, como
micoparasitismo e antibiose (Figura 5).

A relaco simbiotica entre espécies de Trichoderma e a planta pode resultar na inducio
de resisténcia sistémica (ISR) e na promogio de crescimento. A colonizagio de raizes ativa
mecanismos de defesa em plantas. A inducio de resisténcia a doengas por Trichoderma ocorre
pelo desencadeamento de uma série de alteragdes morfologicas e bioquimicas na planta, levan-
do 2 ativagio dos seus mecanismos de defesa contra varios fitopatogenos. Nos ultimos anos,
inameros trabalhos de indugio de resisténcia nas plantas por Trichoderma mostraram que ¢
um mecanismo comum e importante no controle biologico (Gomes et al., 2015).

Os metabolitos secundarios secretados, em baixas concentragdes, atuam como padrdes
moleculares associados a microrganismos, que sio reconhecidos pela planta iniciando uma
cascata de sinalizagio mediado pelo 4cido jasmonico e etileno para, posteriormente, ativagio
dos mecanismos de defesa da planta (Harman et al,, 2004; Hermosa et al., 2012). Entre os
exemplos de mecanismos de defesa, ha a deposicio de caloses e celulose nas paredes celulares
¢ liberacio de compostos fenolicos. Algumas respostas de defesa sio ativadas somente apds o
ataque do patogeno, e podem resultar em resposta mais rapida e forte (Shoresh et al., 2010).
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Foto: Murillo Lobo Junior.
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Figura 5. Parcela de feijio comum tratada com Trichoderma harzianum com efeitos de micoparasi-

tismo, antibiose, promogio de crescimento de plantas e rizocompeténcia (a esquerda) e testemunha (a
direita), de ensaio em area comercial em Cristalina, GO.

Trichoderma como promotor do crescimento de plantas

A promogio de crescimento de plantas por isolados de Trichoderma spp. foi descrita em
diferentes culturas incluindo o fetjio comum (Hoyos-Carvajal et al., 2009; Pedro et al., 2012),
e pode ser facilmente observada como resultado do tratamento de sementes ou outras formas
de aplicagdo (Figura 6). A promocio de crescimento em plantas por espécies de Trichoderma
ocorre pela produgio de giberelinas e de auxinas como o AIA (Hermosa et al,, 2012), que
favorecem o desenvolvimento de raizes laterais. A colonizacio radicular resultante aumenta o
crescimento e desenvolvimento da raiz e da area foliar, incrementa produtividade das culturas,
e como consequéncia, permite as plantas suportar melhor estresses abidticos como veranicos,
alem de auxiliar a absorcio e utilizagio de nutrientes (Harman et al., 2004).
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Foto: Murillo Lobo Junior.
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Figura 6. Promocio de crescimento de plantulas de feijao comum apos tratamento de sementes com
um isolado Trichoderma spp., e sua testemunha.

Em areas comerciais com solo infestado por patogenos, a promogdo do crescimento de
plantas de feijio comum por Trichoderma também pode ser uma consequéncia do biocontrole
pelos mecanismos de antibiose, micoparasitismo e competicio. Na auséncia de fitopatogenos,
a capacidade de aumentar o crescimento e a produtividade de plantas pelo bioagente também
pode ocorrer pela solubilizacio de nutrientes minerais como o fésforo, devido a acio da
enzima fosfatase acida (Harman et al., 2004).

A cepa T22 de T harzianum, por exemplo, pode solubilizar varios nutrientes como o
fosfato de rocha, ferro, cobre, manganés e zinco, que podem ser limitantes para plantas em
determinados solos (Altomare et al., 1999). Esta cepa produz o composto 6PP que em baixas
concentracdes regula o crescimento das plantas, contribuindo para a produgio de sistemas ra-
diculares mais extensos e desenvolvidos, que aumentam significativamente a altura da planta,
a area foliar e a germinagdo das sementes (Hermosa et al., 2013; Nieto-Jacobo et al., 2017).

Conforme exposto acima, algumas espécies de Trichoderma podem sintetizar o horménio
vegetal AlA, influenciando diretamente o crescimento vegetal. Os hormonios vegetais sio
reguladores naturais de crescimento de plantas, influenciando os processos fisiologicos em
baixas concentracdes, e pode ser produzido por outros microrganismos além de Trichoderma
spp., como bactérias e outros fungos.

O AIA esta envolvido em processos fisiologicos incluindo o alongamento e a divisio
celular, a diferenciagio de tecidos, regulacio das respostas de crescimento em direcio da luz
(fototropismo), respostas as forcas da gravidade (gravitropismo) e respostas defensivas (Sant-
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ner et al,, 2009). Os exsudatos radiculares do feijio-comum e de outras espécies sio fontes de
L-triptofano, que € precursor da sintese de AIA. Estas caracteristicas tornam a promogio de
crescimento de plantas uma das caracteristicas mais promissoras para exploracio da diversi-
dade de espécies de Trichoderma, e que possivelmente pode competir em interesse cientifico
e exploragdo comercial com a sua aplicacio no biocontrole (Harman, 2011). Porém, por se
conhecer isolados que contém ambas caracteristicas desejavets, espera-se que o biocontrole e a
promocio de crescimento de plantas atuem juntos proporcionando os beneficios do uso deste
microrganismo benéfico.

O controle biologico como pratica eficiente e ambientalmente amigavel

A sociedade vem pressionando os setores de produgio agricola na direcio do aumento da
oferta de alimentos mais saudaveis, movida pela preocupacio sobre os efeitos potencialmente
nocivos que alguns insumos quimicos representam para a saiide humana e o ambiente (Bet-
tiol; Morandi, 2009). Desta forma, o interesse cientifico no uso de microrganismos em uma
agricultura sustentavel e produtiva, de baixo impacto ambiental tem sido estimulado. O Brasil
e outros paises que tém na agricultura a base da sua economia percebem essa necessidade e
apoiam a implantacio de sistemas sustentaveis de producdo, onde o controle biologico & uma
ferramenta indispensavel.

Segundo Berg (2009), os inoculantes microbianos tém varias vantagens sobre os produtos
quimicos e sdo mais seguros, por apresentarem danos ambientais reduzidos e risco poten-
cialmente menor para a satide humana. Os bioprodutos se decompdem mais rapido do que
0s insumos quimicos convencionais, e podem ser utilizados em sistemas convencionais ou
integrados de manejo de doencas. A adogio de agentes de biocontrole em safras sucessivas
proporciona protecio em longo prazo, com beneficios que podem pode permanecer durante
o ciclo de culturas anuais (Harman, 2000).

Nos Ultimos anos as pesquisas demonstraram que microrganismos como Irichoderma
spp. podem influenciar as plantas de diferentes maneiras, fornecendo solugdes promissoras para
uma agricultura sustentavel (Berg, 2009). A prospeccio de isolados de Trichoderma com alto po-
tencial como agentes de biocontrole e promotores de crescimento de plantas tem aumentado nos
Ultimos anos. O desenvolvimento de bioprodutos no Brasil acompanha a pesquisa internacional,
cujo desenvolvimento ja disponibilizou para comercializagio mais de 50 produtos agricolas 4 base de
Trichoderma até 2015, em paises como Nova Zelindia (12 produtos), EU.A. (9 produtos) e Vietna (7
produtos) (Samuels; Hebbar, 2015). Sendo o Brasil o maior consumidor mundial de bioprodutos
base de Trichoderma (Lorito et al,, 2010), e conforme o potencial de expansio deste mercado, o pais
deve manter sua posigio neste ranking.

O mercado mundial de defensivos agricolas biologicos tem indice de crescimento cinco
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vezes superior 20 da industria de defensivo quimico. Projegdes realizadas pela Associacio
Brasileira das Empresas de Controle Biologico (ABCBIO), demonstram que as vendas de bio-
produtos podem crescer entre 15% a 20% nos proximos anos (ABCBIO, 2016). Enquanto os
biofungicidas e nematicidas microbiolégicos para a promocio do crescimento das plantas ja
sio uma ferramenta disponivel, no futuro, espera-se novos agentes de protecio contra estresses
abioticos, gerados pela salinidade, déficit hidrico, inundacio e metais pesados.

Conclu-se que os plantios de feljdo-comum sio altamente beneficiados pelo biocontrole de
doencas por Trichoderma, como método para reducio do banco de esclerddios de S. sclerotiorum
1o solo, e protecio de raizes contra patogenos como espécies de Fusarium e R. solani. A selecio
de novos antagonistas pode melhorar os niveis de controle ja obtidos, e ser assistida por marcado-
res bioquimicos ou moleculares, associados, por exemplo, & produgio de enzimas que degradam
a parede celular dos patogenos (Geraldine et al,, 2013; Troian et al. 2014). Atualmente conta-se
com o potencial de micoparasitismo e morte de aproximadamente 70% do banco de esclerodios
de S. sclerotiorum no solo numa tnica safra por meio de antagonistas, e o biocontrole, associado
aoutras formas de manejo, permite obter niveis ainda maiores de controle do mofo branco. Con-
siderando a importincia de outros patossistemas, os incentivos para o avanco do conhecimento
nesta area sio muitos, e as possibilidades de obtencio de novos isolados com o potencial para
o biocontrole estdo longe de ser esgotadas.

Referéncias

ABCBIO. Associagio Brasileira das Empresas de Controle Biologico. Mercado de defensivo agricola bioldgico tem boas perspectivas
no Dais. 2016. Disponivel em: <http;//www.abcbio.org.br/conteudo/publicacoes/mercado-de-defensivo-agricola-biologico-tem-boas-
perspectivas-no-pais/>. Acesso em: 23 Mar. 2017.

ALTOMARE, C; NORVELL, W. A; BORJKMAN, T; HARMAN, G. E. Solubilization of phosphates and micronutrients by the plant
growth promoting and biocontrol fungus Trichoderma harzianum Rifai 1295- 22. Applied Environmental Microbiology, Washington,
v. 65, 1999.

BAE, Y. S, KNUDSEN, G. R. Effect of sclerotial distribution pattern of Sclerotinia sclerotiorum on biocontrol efficacy of Trichoderma
harzianum. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 35, n. 1, p. 21-24, 2007.

BAKER, K. F; COOK; R. J. Biological control of plant pathogens. San Francisco: W. H. Freeman, 1974. 433 p.

BEDENDO, I. P; MASSOLA JUNIOR, N. S; AMORIM, L. Controle cultural, fisico e biologico de doenas de plantas. In:
AMORIM, L; REZENDE, J. A. M; BERGAMIM FILHO, A. (Ed.). Manual de fitopatologia. 4 ed. Sio Paulo: Agronomica Ceres, 2011. p.
367-388.

BERG, G. Plant-microbe interactions promoting plant growth and health: perspectives for controlled use of microorganisms in agriculture.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 84, n. 1, p. 11-18, 2009.

BETTIOL, W; MORANDIL M. A. B. Biocontrole de doengas de plantas: Uso e perspectivas. In: MORANDI, M. A. B;; BETTIOL, W.
(Ed). Controle bioldgico de doengas de plantas no Brasil. Jaguariuna: Embrapa Meio Ambiente, 2009. p. 7-14.

BISSETT, J.; GAMS, W; JAKLITSCH, W.; SAMUELS, G. J. Accepted Trichoderma names in the year 2015. International Mycological
Association Fungus, United States, v. 6, n. 2, p. 263-295, 2015.



Uso de Trichoderma na cultura do feijio-comum 405

BOLAND, G. J,; HALL, R. Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum. Canadian Journal of Plant Pathology, v. 16, n. 2, p. 93-108,
1994,

BRASIL. Portaria n° 3, de 05 de janeiro de 2004. Diario Oficial da Unido no 3, de 06 de janeiro de 2005, secio 1, p. 35-41.

CHET, I. Trichoderma - Application, mode of action, and potential as a biocontrol agent of soilborne pathogenic fungi. In:
CHET, L. (Ed). Innovative Approaches to Plant Disease Control. Nova York: Wiley and Sons, 1987. p. 137-160.

COSTA, J. L. S. Soil inoculum density limiting the effectiveness of chemicals on the control of white mold on dry beans. In: An integrated
approach to combating resistance, 1997. Harpenden - Herts. Proceedings..., 1997, p. 78-80.

CRUZ, L. Controle bioldgico em manejo integrado de pragas. In: PARRA, JR.P; BOTELHO, PS.M;; CORREA-FERREIRA, B.S;;
BENTO, JM.S. (Ed.). Controle biologico no Brasil: parasitdides e predadores. Sio Paulo: MANOLE, 2002. cap.32, p. 543.

DRUZHININA, 1. S.; SEIDL-SEIBOTH, V; HERRERA-ESTRELLA, A.; HORWITZ, B. A.; KENERLEY, C. M.; MONTE, E,
MUKHERJEE, P. K; ZEILINGER, S.; GRIGORIEV, 1. V; KUBICEK, C. P. Trichoderma: the genomics of opportunistic success. Nature
Reviews Microbiology, v. 9, p. 749-759, 2011.

ETHUR, L. Z,; CEMBRANEL, C. Z,; SILVA, A. C. E. D. Selegio de Trichoderma spp. visando ao controle de Sclerotinia sclerotiorum, in
vitro. Ciéncia Rural, v. 31, p. 885-887, 2001.

GERALDINE, A. M.; LOPES, E. A. C; CARVALHO, D. D. C.; BARBOSA, E. T; RODRIGUES, A. R; BRANDAO, R. S.; ULHOA,
C.]J,; LOBO JUNIOR, M. Cell wall-degrading enzymes and parasitism of sclerotia are key factors on field biocontrol of white mold by
Trichoderma spp. Biological Control, v. 67, p. 308-316, 2013.

GOMES, E. V; COSTA, M. N.; AZEVEDO, R. R; PAULA, R. G;; SILVA, E. L; NORONHA, E. F; ULHOA, C. ], MONTEIRO, V. N,
CARDOZA, R. E. L; GUTIERREZ, S.; SILVA, R. N. The Cerato-Platanin protein Epl-1 from Trichoderma harzianum is involved in

mycoparasitism, plant resistance induction and self-cell wall protection. Scientific Reports, v. 5, p. 17998, 2015.

HARMAN, G. E. Myth and dogmas of biocontrol changes in perceptions derived from research on Trichoderma harzianum T-22. Plant
Disease, v. 84, n. 4, p. 377-393, 2000.

HARMAN, G. E; HOWELL, C. R; VITERBO, A; CHET, L. ; LORITO, M. Trichoderma species - Opportunistic, avirulent plant
symbionts. Nature Reviews Microbiology, v. 2, n. 1, p. 43-56, 2004.

HARMAN, G. E. Trichoderma - not just for biocontrol anymore. Phytoparasitica, v. 39, n. 2, p. 103-108, 2011.

HERMOSA, R ; RUBIO, M. B; CARDOZA, R. E; NICOLAS, C,; MONTE, E; GUTIERREZ, S. The contribution of Trichoderma to
balancing the costs of plant growth and defense. International Microbiology, v. 16, p. 69-80, 2013.

HOYOS-CARVAJAL, L; ORDUZ, S.; BISSETT, J. Growth stimulation in bean (Phaseolus vulgaris L.) by Trichoderma. Biological
Control, v. 51, n. 3, p. 409416, 2009.

HOWELL, C. R. Mechanisms employed by Trichoderma species in the biological control of plant diseases: the history and evolution of
current concepts. Plant Disease, v. 87, p. 4-10, 2003.

KUBICEK, C. P; HERRERA-ESTRELLA, A.; SEIDL-SEIBOTH, V. et al. Comparative genome sequence analysis underscores
mycoparasitism as the ancestral life style of Trichoderma. Genome Biology, v. 12, n. 4, p. R40, 2011.

LOBO JUNIOR, M. Controle de Podridées Radiculares no Feijoeiro Comum com o Fungicida Microbiano Trichodermil. In:
Tarcisio Cobucci; Flévio Jesus Wruck. (Org.). Resultados obtidos na Area Pélo de Feijio no periodo de 2002 a 2004, Santo Anténio de
Gotas, GO: Embrapa Arroz e Feijdo, 2005, p. 13-17.

LOBO JUNIOR, M,; LOUZADA, G. A. S. Densidade de indculo de Fusarium solani e Rhizoctonia solani em areas cultivadas com o
feijoeiro, na regido Centro-Oeste. In: Congresso Nacional de Pesquisa de Feijao, 2005, Goidnia. Anais... VIII Congresso Nacional de
Pesquisa de Fetjio - Serie Documentos n 182, 2005. p. 170-173.

LORITO, M,; WOO, S. L; HARMAN, G. E; MONTE, E. Translational Research on Trichoderma: From ‘Omics to the Field. Annual
Review of Phytopathology, v. 48, p. 395417, 2010.



406 Trichoderma: uso na agricultura

NIETOJACOBO, M. F; STEYAERT, J. M; SALAZAR-BADILLO, E. B; NGUYEN, D. V; ROSTAS, M; BRAITHWAITE, M; DE SOUZA,

J. T, JIMENEZ-BREMONT, J. E; OHKURA, M,; STEWART, A; MENDOZA-MENDOZA, A. Environmental growth conditions of
Trichoderma spp. affects indole acetic acid derivatives, volatile organic compounds, and plant growth promotion. Frontiers in Plant Science,
v. 8, n. 102, 2017,

PAPAVIZAS, G. C. Trichoderma and Gliocladium: biology, ecology, and potential for biocontrol. Annual Review of Phytopathology, v.
23,n. 1, p. 23-54,1985.

PEDRO, E. A. S;; HARAKAVA, R.; LUCON, C. M. M;; GUZZO, S. D. Promogio do crescimento do feijoeiro e controle da antracnose por
Trichoderma spp. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 47, p. 1589-1595, 2012.

RICARDO, T. R,; WANDER, A. E;; LOBO JUNIOR, M. Custos associados ao mofo branco (Sclerotinia esclerotiorum) em feijoeiro
comum de 3° safra em Goés. In: X Congresso Nacional de Feijio, 2008, Campinas. Documentos. Campinas, SP: Instituto Agronémico de
Campinas, 2008. v. 85. p. 787-790.

RUBIO, M. B; HERMOSA, R;; REINO, J. L; COLLADO, L. G.; MONTE, E. Thetf1 transcription factor of Trichoderma harzianum is
involved in 6-pentyl-2H-pyran-2-one production and antifungal activity. Fungal Genetics and Biology, v. 46, n. 1, p. 17-27, 2009.

SANTNER, A; CALDERON-VILLALOBOS, L. 1. A; ESTELLE, M. Plant hormones are versatile chemical regulators of plant growth.
Nature Chemical Biology, v. 5, n. 5, p. 301307, 2009.

SAMUELS, G. J. Trichoderma: A guide to identification and biology. Beltsville: Agricultural States Department of Agriculture, 2004.

SAMUELS, G. ], HEBBAR, P. K. Developing Trichoderma-Based Products for Application in Agriculture. In: SAMUELS, G. J;
HEBBAR, P. K. (Ed.). TRICHODERMA: identification and agricultural applications. Saint Paul: American Phytopathological Society,
2015. p. 734,

SHORESH, M.; HARMAN, G. E; MASTOURL F. Induced systemic resistance and plant responses to fungal biocontrol agents. Annual
Review of Phytopathology, v. 48, p. 21-43, 2010.

TROIAN, R. E; STEINDORFF, A. §; RAMADA, M. A. S;; ARRUDA, W; ULHOA, C. J. Mycoparasitism studies of Trichoderma
harzianum against Sclerotinia sclerotiorum: evaluation of antagonism and expression of cell wall-degrading enzymes genes. Biotechnology
Letters, v. 2, p. 1-6, 2014.

WEINDLING, R. Trichoderma lignorum as a parasite of other soil fungi. Phytopathology, v. 22, p. 837-845, 1932.

ZACHOW, C; GROSCH, R;; BERG, G. Impact of biotic and a-biotic parameters on structure and function of microbial communities
living on sclerotia of the soil-borne pathogenic fungus Rhizoctonia solani. Applied Soil Ecology, v. 48, n. 2, p. 193-200, 2011.

ZENG, W;; KIRK, W; HAO, J. Field management of Sclerotinia stem rot of soybean using biological control agents. Biological Control,
v. 60, n. 2, p. 141-147, 2012.



CarfTuro 18

Uso do Trichoderma
em cereais

Wilson Story Venancio

Robinson Martins Venancio
Fldvia de Oliveira Marzarotto
Vanessa Nathalie Modesto Boratto
Eduardo Gilberto Dallago

Ibraian Valério Boratto

O controle das principais doengas ocasionadas por fungos necrotroficos nas fases ini-
ciais de desenvolvimento de cereais sempre foi uma tarefa dificil, ficando em grande par-
te a cargo dos produtos quimicos disponibilizados em tratamento de sementes. Porém
sua eficiéncia vem sendo reduzida, principalmente pelo uso continuado dos mesmos
ativos, nio ocorrendo renovacio de moléculas e, com sistemas de distribuicio dos
produtos muito variavel, percorrendo tecnologias mais avangadas como TSI (tratamento
de sementes industrial) e as mais simples, desenvolvidas na propriedade, como os
tambores rotativos. O que se constata, observando esses fatos, é que essa tecnologia
precisa urgentemente de ajuda, para se manter efetiva e promover o beneficio esperado.

O avanco na utilizacio de controle bioldgico, culminando com o desenvolvimento
e disponibilizacio de novas cepas, tem se mostrado uma importante ferramenta no con-
trole desses fungos necrotroficos. Aliado a isso, a pulverizacio no sulco de plantio, tec-
nologia ja amplamente difundida e utilizada pelos agricultores, tem ajudado a melhorar
o desempenho desses microorganismos, colocando-os em situacdo privilegiada para uma
futura relagio com as radicelas, que ao iniciarem seu desenvolvimento entrardo em con-
tato com esses biocontroladores iniciando as atividades desejadas. Esse sistema também
permite um menor risco de perda dos agentes biologicos, evitando seu contato direto
com os produtos quimicos utilizados em TS (inseticidas e fungicidas, principalmente),
reduzindo ainda riscos com calor excessivo, raios UV e outras perdas que poderiam
ocorrer, caso fossem utilizados em 4rea total, visando a cobertura da lavoura.
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Distribuido por todo o mundo o género Trichoderma ocorre em praticamente todos
os tipos de solos e ambientes naturais, principalmente naqueles contendo matéria orginica
(Pradebon, 2016). Este género, assim como Gliocladium, e bactérias do género Bacillus e
Pseudomonas destacam-se como agentes biocontroladores mais pesquisados e utilizados na
agricultura (Pereira et al., 2007). Esses agentes encontram-se também na rizosfera de plantas.
Isso justifica a biotecnologia atribuida a esse grupo (Esposito; Silva, 1998). Fungos do géne-
ro Trichoderma sio biorreguladores e antagonistas naturais de varios fitopatogenos. Atuam
como agentes de controle bioldgico, diminuindo ou até dispensando a necessidade de uso de
fungicidas quimicos (Melo, 1991, Harman, 2000). Esses fungos sio considerados excelentes
micoparasitas, atacando hifas e estruturas de reproducio e sobrevivéncia de patogenos de
plantas, reduzindo assim a capacidade e 0 indculo do patdgeno para futuras infecgdes (Bettiol;
Ghini, 1995). Trichoderma spp. sio micoparasitas necrotroficos, que apresentam eficacia para
o controle de inimeros fungos fitopatogénicos, atacando também aqueles com estruturas de
resisténcias consideradas dificeis de serem atacadas por microorganismos, como esclerodios,
esporos e microesclerodios (Melo, 1996). A inducio de resisténcia também ¢ um mecanismo
do controle bioldgico. Esse processo acontece quando plantas sio expostas a um agente indu-
tor e tem seus mecanismos de defesa ativados, nio apenas no local de inducio, mas de forma
mais ou menos generalizada (Romeiro, 1999).

Pesquisas com diferentes culturas comprovam essa capacidade e agregam informacdes
sobre os mecanismos de acio desses bioagentes, destacando-se o micoparasitismo (Harman,
2000, Melo, 1998, Stadnik; Bettiol, 2000), competicio por espago e nutrientes (Benitez et
al., 2004, Harman, 2000), antibiose (Stadnik; Bettiol, 2000), inducio de resisténcia (Hwang;
Benson, 2002, Romeiro, 2007, Sneh; Ichielevick-Auster, 1998) e promogio de crescimento
(Carvalho Filho et al,, 2008, Harman et al., 2004b, Lucon, 2009), contudo, ainda sio pouco
conhecidos os mecanismos de agdo na promogio do crescimento em auséncia de fitopatoge-
nos. A produgio em massa de Trichoderma tornou-se um foco de pesquisa e desenvolvimento
industrial na busca de alternativas a tratamentos quimicos para o controle de doengas de
plantas ocasionadas por microrganismos presentes no solo e em sementes (Machado et al,
2012). Essas caracteristicas tornam esse, um dos fungos mais pesquisados em condicdes de
laboratério, casa de vegetagio, estufa e campo (Altomare et al,, 1999; Harman et al. 2004a;
Resende et al., 2004; Delgado et al., 2007; Carvalho Filho et al., 2008; Louzada et al., 2009;
Hoyos-Carvajal et al., 2009).

Os mecanismos de Trichoderma na promogio de crescimento vegetal, em auséncia de fito-
patogenos, ainda sio pouco esclarecidos em comparacio aos mecanismos de agio envolvendo
o controle biologico (Pomella; Ribeiro, 2009). De acordo com pesquisa in vitro, realizada por
Altomare et al. (1999), a promogio de crescimento em plantas promovida por Trichoderma
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harzianum Rifai isolado T-22, esta na sua habilidade de solubilizar nutrientes importantes
para a planta. Segundo Baugh; Escobar (2007), a agio deste fungo como estimulador do cresci-
mento ¢ complexa e realizada por interagdes com fatores bioquimicos e producio de diversas
enzimas e compostos benéficos. Entre as caracteristicas do género Trichoderma esta a capaci-
dade de associar-se as raizes de plantas, através de mecanismos similares a fungos micorrizicos
(Benitez et al., 2004), caracteristica que pode ajudar nos esclarecimentos da promocgio de cres-
cimento das plantas. Segundo Harman (2000), muitas espécies de Trichoderma estudadas sio
capazes de produzir metabolitos toxicos, como antibidticos e enzimas liticas capazes de inibir
e destruir propagulos de fungos fitopatogénicos. Trichoderma produz aproximadamente 40
substincias que possuem atividade antibidtica.

Em cultivos tropicais, as doengas radiculares tém recebido pouca atencio quando com-
parado as doencas foliares, principalmente quando os sintomas sio confinados as raizes
(Michereff et al., 2005). O controle de doengas radiculares é muito dificil, pois os patogenos
coevoluiram com as plantas por milhdes de anos e estio altamente adaptados ao solo em
associagio com o hospedeiro (Bruehl, 1987). As doengas radiculares sio, geralmente, resul-
tantes de um solo desequilibrado. Na maioria das vezes, a origem desse desequilibrio esta
nos sistemas agricolas adotados, que transformam os campos de cultivo em locais de eleva-
da simplificacio ecoldgica, tornando-os mais sujeitos as perturbacdes por alguns agentes,
dentre os quais os fitopatogenos (Michereff et al., 2005). Os componentes fisicos, quimicos
e biologicos do ambiente do solo tém um impacto direto no crescimento da planta e no de-
senvolvimento de doengas radiculares. Esses trés componentes sdo interligados e a alteragio
do delicado balanco entre eles pode significar a diferenca entre a produgio de determinada
cultura com sucesso ou com perdas devido ds doencas radiculares (Wheeler; Rush, 2001).

Doenga de planta no contexto do controle biologico inclui a interacdo planta, patogeno,
ambiente e uma variedade de nio patogenos que se encontram no sitio de infeccio e que
apresentam potencial para limitar ou aumentar a atividade do patogeno ou a resisténcia do
hospedeiro. O biocontrole de doencas radiculares, apesar de complexo, tem tido sucesso
porque a rizosfera ¢ um ambiente mais facilmente manipulavel que a filosfera (Andrews,
1992). A introducio de microrganismos adaptados ao microhabitat do patogeno é um dos
aspectos mais relevantes para o sucesso de um programa de controle biologico de doengas de
plantas (Bettiol, 1991). Misturas de antagonistas compativeis podem aumentar a diversidade
genética de sistemas de biocontrole, resultando em tratamentos mais persistentes na rizosfera,
compreendendo diferentes mecanismos de controle, efetivos sob uma ampla gama de con-
digdes ambientais (Mariano et al,, 2005). Desta forma, interaces especificas entre isolados
biocontroladores tendem a elevar a eficiéncia do controle biologico (De Boer et al., 1999;
Pierson; Weller, 1994, Raupach; Kloepper, 1998).
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Pufal (2017), utilizando tratamento de sementes com produtos biologicos ( Trichoderma
asperellum, T harzianum e Trichoderma spp.) e quimicos, avaliou o controle da ferrugem e
da mancha amarela sobre variaveis de rendimento em trigo. O autor constatou que o uso
de Trichoderma spp. em tratamento de sementes, interferiu positivamente no controle da
ferrugem da folha, porém, nio se mostrou eficiente para o controle da mancha amarela do
trigo. Ainda nesta mesma linha de pesquisa Pradebon (2016), avaliou a eficiéncia de produtos
quimicos ¢ de controle biologico com a utilizagio de Trichoderma spp., aplicados em trata-
mentos de sementes e aplicacio aérea, constatando que a aplicacio de Trichoderma spp. no
tratamento de sementes aliado ao controle quimico de parte aérea proporcionou ganhos de
rendimento. Para ele, o tratamento constituido por Trichoderma spp. na semente acrescido
de tratamento quimico na parte aérea foi o que apresentou maior rendimento (4.528 kg/ha),
porém este tratamento ndo diferiu estatisticamente daqueles em que se utilizou tratamento
quimico em semente e parte aérea e quimico mais bioldgico tanto na semente quanto na parte
aérea. Para o autor a tendéncia da melhor resposta do tratamento com bioldgico na semente,
aliado a aplicacio de fungicida quimico na parte aérea, pode ser atribuida a importante acio
de metabélitos secundarios produzidos pelo fungo na promogio de crescimento das plantas
e na indugo de resisténcia.

A sanidade de sementes de aveia preta (Avena strigosa) cv. BRS 139, foi avaliada por
Barbieri et al. (2013), submetendo-as a tratamentos quimicos, biologicos e mistura de ambos,
sendo identificados os fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia,
Rhizopus e Trichoderma. Os resultados encontrados por esses autores mostraram que o
produto quimico isolado ou associado com biologico foram mais eficientes no controle
dos fungos presentes, destacando que dos géneros encontrados, a utilizagio de produto
quimico nio inibiu a colonizacdo com o Trichoderma, demonstrando a capacidade deste
bioprotetor colonizar mesmo na presenga de fungicida. Desta forma, de maneira conclusiva
os autores demonstram que os tratamentos mais eficientes para o controle dos fungos
presentes consistiram do uso isolado do fungicida (flutriafol) e de seu uso associado ao
produto bioldgico (flutriafol + Trichoderma spp.). Resultados similares foram observados
por Ethur et al. (2006), que verificaram que o bioprotetor Trichoderma isolado ou associado
a0 controle quimico (thiran) favoreceu a sanidade das sementes de aveia preta, centeio e
nabo forrageiro, sendo que para este ultimo promoveu incremento na altura de plantulas.
Segundo Henning et al., (2009) os fungicidas biologicos e alguns produtos formulados com
isolados de Trichoderma spp., apresentam amplitude de agdo no antagonismo a fungos e
bactérias. Esses microrganismos sio atoxicos a0 homem e aos animais. Além dos efeitos
de Trichoderma spp. no controle de patogenos de plantas, determinadas linhagens podem
estimular o crescimento e o florescimento de plantas horticolas.
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Milanesi (2012), visou quantificar e correlacionar populagdes de Fusarium spp. e Trichoder-
ma spp. em solos compactados cultivados por aveia preta e soja, testar a eficiéncia in vitro e in
vivo de Trichoderma spp. versus Fusarium spp., além de quantificar a produgdo de deoxinive-
lenol e zearalenona, realizou coletas no municipio de Victor Graeff, RS, nos meses de maio de
2009 e maio e novembro de 2010. A autora identificou as espécies T koningiopsis, T tomento-
sum e T asperellum, e constatou que o fato de tanto o patdgeno quanto a maioria dos antago-
nistas terem sido obtidos dos mesmos pontos de coleta a campo pode ter contribuido com o
bom desempenho dos antagonistas, visto estes estarem mais adaptados a condicdes de estresse
no ambiente (compactacio). Em conclusio, todos os isolados de Trichoderma apresentaram com
potencial de controle de Fusarium spp., sendo que na cultura de aveia preta destacaram-se como
promotores de crescimento radicular, incrementando o peso fresco de plantulas.

A utilizacio de Trichoderma spp., isolado ou em mistura com bactérias promotoras de
crescimento, foi avaliada por Cadore et al. (2016) na cultura de arroz (Oryza sativa L) com o
objetivo de verificar a influéncia na germinagdo e no desenvolvimento inicial das plantas da
cv. IRGA 424 RI. Os autores observaram um incremento no percentual de germinagio para
as doses de 0,1 ml de Trichoderma spp., associadas ou ndo a dose de 0,05 ml de Azospirillum,
concluindo que as doses isoladas ou combinadas desses microrganismos aumentam a percen-
tagem de germinacio e nio alteram a massa de materia fresca e seca e o comprimento da parte
aérea, em avaliagdes realizadas aos 14 dias apos a semeadura. Esses dados foram confirmados
com base nos resultados de Machado et al. (2011) para 0 uso de formulados 4 base de micror-
ganismos, podendo estes estimular a germinagio de sementes e o desenvolvimento da cultura,
sendo que esses autores ainda relatam que estirpes de Trichoderma podem colonizar raizes de
plantas, estimulando o desenvolvimento, bem como protegendo as raizes contra possiveis in-
fecgdes. Esses estudos permitiram aos autores concluirem que, tanto isoladamente, quanto em
conjunto com Trichoderma harzianum, a utilizagio de cepas de rizobios promove o aumento
do nitrogénio mineral absorvido e da massa vegetal da parte aérea das plantas de aveia preta.

A utilizacio de T harzianum associado ou nio a fungicidas em tratamento de sementes
na cultura de milho foi estudado por Scudeler; Venegas (2012), tanto a campo quanto em casa
de vegetacio, que observaram diferenca significativa para o indice de velocidade de emergéncia
(LVE.) quando o biocontrolador for aplicado isoladamente, na dose de 10 g/ha do produto
comercial, mostrando-se mais eficiente que o uso de quimicos ou quimicos e biologicos.
Nesta mesma linha de pesquisa, Luz (2001) demonstrou através de experimentos a campo, em
Passo Fundo, RS, que T’ harzianum aumentou significativamente a emergéncia e o rendimen-
to de grdos em milho, enfatizando que o tratamento biologico pode proporcionar melhor
emergéncia da cultura de milho. Embora essa caracteristica venha sendo estudada e admitida
como promissora, nem todos os resultados sdo concordantes, pois Resende et al. (2004), en-
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contraram redugdo no indice de velocidade de emergéncia quando inocularam T harzianum
em sementes de milho. A influéncia do uso de T harzianum e Azospirillum brasilense no
desenvolvimento da cultura de milho também foi avaliada por Wagatsuma et al (2012), em
condicdes de casa de vegetacio, em Umuarama, PR. Os tratamentos dos organismos isolados
ou combinados foram avaliados em dois hibridos, sendo avaliados altura de plantas, didmetro
de colmo e massa seca da parte aérea. Os autores, neste caso, concluiram que a inoculacio
de sementes de milho com A. brasilense ou T. harzianum, proporcionaram maior altura de
plantas apos 63 dias da inoculacio. Diferenga significativa para o tratamento de plantas de
mitho com A. brasilense ¢/ou T. hazianum, sendo que, o tratamento sem produto acumulou
menos massa seca na parte aérea quando comparada as plantas proveniente de sementes ino-
culadas, foram observados por Harman et al. (1989), ¢, ainda, os pesquisadores verificaram
aumento significativo no crescimento das plantas de milho oriundas de sementes inoculadas
com Trichoderma. Harman (2000) inoculou T harzianum em sementes de milho doce e teve
com resultado uma maior abundancia de raiz comparado com o tratamento sem inoculagio,
mas o rendimento da cultura ndo for afetado.

Trabalhos realizados no periodo de 2012 a 2016 na regido dos Campos Gerais, no Estado
do Parana, no municipio de Palmeira, junto a produtores e, também na Estagio Experimental
Agricola Campos Gerais - EEACG, procuraram avaliar os efeitos bioprotetores da utilizacio
de Trichoderma spp. nas culturas de aveia-branca, aveia-preta e trigo, monitorando seus efeitos
sobre a severidade de doencas provocadas por fungos necrotréficos e, ainda, seu efeito sobre
a cultura da soja, avaliada através do acompanhamento da incidéncia de mofo-branco (S.
sclerotiorum). Os tratamentos foram efetuados inicialmente em cobertura total do solo e
posteriormente tanto em tratamento de sementes quanto em cobertura de solo. O que se
observou, nesse periodo, ¢ que os cereais de inverno, de maneira geral, apresentaram maior
uniformidade de desenvolvimento e menor incidéncia de podriddes, quando comparados a
areas sem a aplicacio de Trichoderma. Além disso, nos cultivos posteriores, quando se cultivou
a cultura de soja nestas areas, observou-se reducio na incidéncia de mofo-branco. Atualmente,
os produtores mais tecnificados, que apresentam elevados indices de produtividade tanto nas
lavouras de inverno quanto de verdo, vem colocando como investimento basico a utilizagio
de produtos biologicos na implantagio de suas culturas, seja através da aplicacio em area
total, no tratamento de sementes ou no tratamento em sulco de plantio, técnica essa que tem
demonstrado os resultados mais promissores. O manejo integrado, instalado nas lavouras de
inverno, tem se mostrado importante ferramenta na reducio tanto de doengas importantes
como o mofo-branco nas culturas de verio como soja e fetjdo, mas também reduzindo a
incidéncia de podriddes ou morte antecipada nessas mesmas culturas promovidas por géneros
como Fusarium, Rhizoctonia, Macrophomina entre outros.
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Introdugio

O mofo-branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, ¢ uma doenca muito antiga
e que afeta inumeras culturas de importincia econémica no mundo (Jaccoud Filho et al,
2017).

No Brasil, sua incidéncia na cultura da soja aumentou consideravelmente ha pouco mais
de uma década, sendo estimado que cerca de 28% da area brasileira de producio de soja esteja
infestada pelo patogeno (Meyer et al., 2018). A doenga pode reduzir a produtividade da soja
em até 70% nas areas de maior incidéncia, se nio forem adotadas medidas integradas de
manejo (Meyer et al., 2017).

A principal caracteristica de . sclerotiorum ¢ a formacio de esclerodios, estruturas de
sobrevivéncia que permanecem no solo, e constituem a fonte de indculo inicial para a cultura
subsequente. A germinacio dos esclerodios no solo pode ocorrer de duas formas: miceliogéni-
ca - quando ocorre a formacio de micelio através de microporos dos esclerodios, ou carpogé-
nica - quando ha formagio de apotécios (Gorgen et al.,, 2010; Rets et al., 2019).

A infeccio das plantas de soja ocorre principalmente pelos ascosporos do fungo, que
sio produzidos nos apotécios, decorrentes da germinacio carpogénica dos esclerddios. Esses
ascosporos colonizam preferencialmente as pétalas, que servem de substrato para o desenvol-
vimento do patdgeno e o inicio da infeccio nas hastes e nos peciolos (Grau; Hartman, 2015).
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Em condicdes de campo, esclerddios podem ser parasitados por fungos e bactérias, poden-
do perder a viabilidade. Dentre esses microrganismos, algumas espécies do fungo Trichoderma
e da bactéria Bacillus se destacam entre os antagonistas mais eficientes para controle de pa-
togenos habitantes do solo (Gorgen et al., 2010). Existem mais de 30 formulagées comerciais
de biofungicidas registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - Mapa
e em uso nas lavouras de soja no Brasil (Agrofit, c2003). A aplicacio de antagonistas deve ser
realizada antes da germinacio dos esclerodios, ou seja, quando os esclerddios se encontram em
repouso no solo (Meyer, 2013; Meyer et al., 2013).

Para a eficiéncia do controle biologico, condicdes de ambiente semelhantes as que favo-
recem a germinaco dos esclerodios (alta umidade no solo, temperatura do ar entre 15 °Ce
25 °C e pouca incidéncia de luz solar) sio necessarias para o estabelecimento dos agentes de
biocontrole, cujas estruturas de reprodugdo sio ainda mais sensiveis e dependentes dessas
condicdes. Por essa razio, o sistema de semeadura direta sobre palha de gramineas tem se
mostrado um pré-requisito para o sucesso dessa medida de controle (Campos et al., 2010;
Gorgen et al., 2010; Reis et al., 2019).

A rede de ensaios cooperativos de controle biologico de mofo-branco na cultura da soja
foi idealizada e proposta no V Congresso Brasileiro de Soja, em 2009, sendo constituida por
diversas instituicdes piblicas e privadas de pesquisa e pelas empresas fabricantes de produtos
biologicos.

Com o objetivo de gerar informagdes sobre a eficiéncia de biofungicidas para subsidiar as
recomendacdes de manejo da doenca, os ensaios cooperativos tiveram inicio na safra 2009/10.
Os resultados foram incompletos nos dois primeiros anos, por causa da baixa pressio da do-
enca e da avaliacdo apenas do efeito de controle da doenga na planta, deixando-se de avaliar o
efeito dos biofungicidas sobre a viabilidade dos esclerddios, que ¢ o principal alvo do controle
biologico no patossistema . sclerotiorum - soja.

A partir da safra 2012/13, o método de avaliagio do ensaio foi redefinido e aprimorado,
conforme apresentado no capitulo 13 desse livro, atendendo a necessidade de verificar o efeito
dos tratamentos sobre a viabilidade dos esclerddios. A partir da safra 2015/16 nio compuse-
ram mais as analises conjuntas, os dados de incidéncia de mofo-branco na soja, produtividade
da soja e produgio de esclerédios nas plantas.

Resultados da rede de ensaios cooperativos de controle biologico de mofo-branco
em soja

Os resultados apresentados a seguir foram publicados originalmente em Meyer et al.
(2016a € 2016b).
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Safra 2012/13

Na safra 2012/13, o ensaio em rede foi conduzido em oito locais, nos estados de Goias
(quatro ensaios), do Mato Grosso do Sul (um ensaio), de Minas Gerais (um ensaio) e do Para-
na (dois ensaios), em sistema de semeadura direta sobre palhada de gramineas. Os tratamentos
avaliados sio apresentados na Tabela 1.

A incidéncia de mofo-branco na testemunha (13,1%) nio foi elevada o suficiente para
detectar algum possivel efeito adicional de eficiéncia de controle biologico, em relacio ao
tratamento com o fungicida fluazinam (Tabela 2).

Nas analises de germinacio carpogénica, com excecio do tratamento T4 (Trichoderma
asperellum), todos os demais superaram a testemunha na redugio da produgio de apotécios,
com uma aplicacio dos agentes de biocontrole, apresentando controle de 11% a 17%. Com
duas aplicagdes, somente os tratamentos com T harzianum (T2), T asperellum (T4), B. pu-
milus (T7) e lignosulfonato (T5) apresentaram maiores redugdes na germinacio carpogénica
que a testemunha (T1), com indices de controle variando de 19% a 24% (Tabela 3).

Quanto a colonizagdo de esclerddios por Trichoderma spp., nio houve incremento com
uma aplicacio de biofungicida mas, com duas aplicacdes, todos os tratamentos apresentaram
maiores percentuais de esclerodios colonizados, superando a testemunha (T1) na ordem de
13% a 26% (Tabela 3).

Comparando-se os percentuais de esclerodios invidveis no tratamento testemunha (T1),
observou-se um aumento de cerca de seis vezes na mortalidade dos esclerodios que perma-
neceram mais tempo no campo (amostras coletadas apds a segunda aplicacio), em relacio
aos que foram coletados mais cedo. Contudo, o incremento do percentual de esclerddios
inviaveis, em relagio 4 testemunha, ocorreu em apenas dois tratamentos (T4 - T asperellum
e T5 - lignosulfonato) apds a primeira aplicagio de biofungicidas, variando de 7,1% a 9,3%.
Com duas aplicagdes, esse incremento ocorreu em quatro tratamentos (T3 - T asperellum,
T4 - T asperellum, T6 - T. harzianum e T7 - B, pumilus), variando de 7,1% a 9,3% (Tabela 3).
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Tabela 1. Produto comercial, ingrediente ativo, épocas de aplicacdo, dose do produto comercial (p.c.)
e concentracio de ingrediente ativo (i.a.), dos tratamentos avaliados no ensaio cooperativo de controle
bioldgico de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) em soja, safra 2012/13.

Produto Comercial Ingrediente ativo fipocas de aplicagio Dose p.c.  Concentragio'
(pc) (i.a.) e » 3 2 Lkg/ ha ia

1 Testemunha
Trichodermil, Koppert T harzianum V2 V4 1 2X10°

: Frowncide, ISK fluazinam Rl 10 DAA 1 50%
Trichodermax, Novozymes T asperellum V2 V4 1 1,5X 10°

s Frowncide, ISK fluazinam Rl 10 DAA 1 50%

. Quality, Farroupilha T asperellum V2 V4 0,1 1X 10
Frowncide, ISK fluazinam RI 10 DAA 1 50%
PNR?, Nortox Lignosulfonato V2 V4 1

) Frowncide, ISK fluazinam RI 10 DAA 1 50%
Ecotrich, Ballagro T harzianum V2 V4 0,1 1X10%

¢ Frowncide, ISK fluazinam Rl 10 DAA 1 50%

; PNR?, Bayer Bacillus pumilus V2 V4 4 1435 ¢/L
Frowncide, ISK fluazinam RI 10 DAA 1 50%

8 Frowncide, ISK fluazinam RI 10 DAA 1 50%

! Concentragio minima de conidios de Trichoderma ou UFC por mL ou g de produto. > PNR= produto nio registrado no Mapa para a
cultura da soja.

Tabela 2. Anilise conjunta das avaliagdes de incidéncia de mofo-branco em estadio R (Incid.) e percentu-
al relativo de controle (%C), da produtividade da soja (Prod.) e reducio de produtividade (% RP), da massa
de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum (M. Esc.) e o percentual relativo de producio de esclerddios
(%RP Esc) dos ensaios cooperativos de controle biologico de mofo-branco em soja, safra 2012/13.

Tratamentos Incid.! % C Prod?  %RP  M.Esc’  %RPEsc
1. Testemunha 131 a 0 3293 b 12 3005 a 0
2. Trichodermil/ Frowncide T harzianum/fluazinam 18 ¢ 86 3715 a 1 486 b 84
3. Trichodermax/ Frowncide T asperellum/ fluazinam 12 ¢ 91 3692 a 1 302 b 90
4. Quality/ Frowncide T asperellum/ fluazinam 1,6 ¢ 87 3612 a 4 486 b 34
5. PNRY/ Frowncide lignosulfonato/ fluazinam 1,2 ¢ 91 3640 a 3 358 b 88
6. Ecotrich/ Frowncide T harzianum/ fluazinam 0,9 ¢ 93 3745 a 0 158 b 95
7. PNRY/ Frowncide B. pumilus/ fluazinam 72 b 45 3630 a 3 301 b 90
8. Frowncide fluazinam 16 ¢ 87 3733 a 0 402 b 87
CV (%) 374 7.97 497

"Média de trés locais; *média de quatro locais; *média de dos locais; *PNR= produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja. Médias
seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Viabilidade de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum apds uma e duas aplicacdes de biofun-

gicidas, avaliada por meio dos percentuais de germinagdo carpogénica, colonizacio de esclerédios por

Trichoderma spp. e esclerddios inviveis, e seus respectivos percentuais de controle (%C) e diferenciais

(AY%) em relagio a testemunha sem aplicacio de agentes de biocontrole, safra 2012/13.

Colonizagio por Trichoderma
(%)

Laplic! % C 2aplic.! % C 1aplic? A% 2aplic? A% 1aplic’ A% 2aplic! A%

Germinagio carpogénica (%) Esclerodios invidveis (%)

Tratamentos

1. testemunha - 635a 0 492ab 0 433a 36,7 d 50 od 31,5 ¢

2. Trichodermil T harzianum 550 b 13 397c¢ 19 300b 0 603ab 24 89abed 39 336c 21

3. Trichodermax T asperellum 560 b 12 463b 6 183c 0 63la 26 374d 0 389ab 74

4, Quality Tasperellum 587 ab 8 400c 19 367b 0 381b 21 121ab 71 386ab 71

5.PNR® lignosulfonato 56,5 b 11 372¢ 24 17¢ 0 499c¢ 13 143a 93 347bc 32

6. Ecotrich T harzianum 527 b 17 5422 0 133c¢ 0 522c¢ 16 57bed 07 389ab 74

—

7.PNR? B pumilus  540b 15 382c¢ 22 433a 0 S513c¢ 15 1Llabc 61 403a 88

CV (%) 125 140 30,7 16,2 92,7 237

'Media de cinco locais; "Média de seis locais; *Média de trés locais; *Média de seis locais; *PNR= produto ndo registrado no Mapa para a
cultura da soja. Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Safra 2013/14

O ensaio cooperativo de controle bioldgico de mofo-branco em soja, da safra 2013/14, foi
conduzido em dez locais nos estados de Goias (cinco ensaios), do Mato Grosso do Sul (um
ensaio), de Minas Gerais (um ensaio), do Parana (dois ensaios) e da Bahia (um ensaio).

Foram realizadas duas aplicacdes dos agentes de biocontrole no inicio do estadio vegetati-
vo, sendo os tratamentos compostos por quatro formulagdes de propagulos de T harzianum,
uma de T asperellum, uma de B. subtilis e uma formulagio de lignosulfonato proveniente de
extrato vegetal, seguidas de uma aplicacio de fluazinam em estadio R1. Também foi mantido
um tratamento sem controle da doenga e um tratamento apenas com a aplicacio de fluazinam

(Tabela 4).
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Tabela 4. Produto comercial, ingrediente ativo, épocas de aplicacdo, dose do produto comercial (p.c.)
e concentracio de ingrediente ativo (i.a.), dos tratamentos avaliados no ensaio cooperativo de controle

bioldgico de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) em soja, safra 2013/14.

Produto Comercial Ingrcdilente ativo Epocas de aplicagio Dose p.c. Concentragio
(p<) (li:) » ®  Lkgha'  ial
1 Testemunha
Trichodermil, Koppert T harzianum V2 V4 - 1 2X10
: Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
PNR, Koppert T harzianum V2 V4 1 2X10
! Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
PNR, Simbiose T, harzianum V2 V4 1 X 10
! Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
Quality, Farroupilha T. asperellum V2 V4 - 0,1 1x 10"
’ Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
PNR, Nortox Lignosulfonato V2 V4 - 1
‘ Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
Ecotrich, Ballagro T, harzianum V2 V4 - 0,1 1x 10°
’ Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
Serenade, Bayer Bacillus subtilis V2 V4 - 4 1435¢/L
! Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%
9 Frowncide, ISK fluazinam - - R1 1 50%

!Concentragio minima de conidios ou UFC por mL ou g de produto. PNR= produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja.

Fo1 observada incidéncia média de 26,7% de mofo-branco no tratamento sem controle
da doenca (T1), nos locais de maior homogeneidade de resultados. Todos os tratamentos,
tanto aqueles com aplicacio de biofungicidas e fluazinam (T2 a T8), quanto o tratamento que
recebeu somente fluazinam (T9), superaram a testemunha sem controle (T1) na reducio da
incidéncia de mofo-branco, mas ndo diferiram entre si. Os percentuais de controle da doenca
variaram de 48% a 63% (Tabela 5).

Cinco locais compuseram a analise dos resultados de produtividade da soja, observando-se
uma reducio de 13% de produtividade no tratamento controle T1. Assim como observado
para incidéncia de mofo-branco, todos os tratamentos foram superiores a testemunha sem
controle (T1), mas ndo diferiram entre si (Tabela 5).
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Para massa de esclerodios produzida por tratamento, apenas um local apresentou resulta-
dos consistentes (Ponta Grossa, PR), e foi registrado a produgio de até 8,9 kg de esclerodios
por hectare, mas ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos, nem mesmo em rela-
¢i0 a testemunha sem controle (T1) (Tabela 5).

Tabela 5. Anélise conjunta das avaliacdes de incidéncia da doenga em estadio R6 (Incid.) e percentual
relativo de controle (%C), da produtividade da soja (Prod.) e reducio de produtividade (% RP), da
massa de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum (M. Esc.) e o percentual relativo de produgio de
esclerodios (%RP Esc) dos ensaios cooperativos de controle biologico de mofo-branco em soja - safra

2013/14.

Tratamentos Incid.! %C Prod?  %RP M. Esc? DIEI:CP
1. Testemunha - 26,7 0 2856 b 13 8897 a 0
2. Trichodermil/ Frowncide T harzianum / fluazinam 11,5b 57 3218a 2 8471 a 5
3. PNRY/ Frowncide T harzianum / fluazinam 11,7b 56 3263a 1 6046 a 32
4. PNR/Frowncide T harzianum / fluazinam 123b 54 3156a 4 46982 47
5. Quality/ Frowncide T asperellum / fluazinam 119b 55 3159 a 4 4205 a 53
6. PNRY/ Frowncide lignosulfonato / fluazinam 13,1b 51 3291a 0 8104 a 9
7. Ecotrich/ Frowncide T harzianum / fluazinam 104b 61 3289a 0 8536 a 4
8. Serenade/ Frowncide B subtilis / fluazinam 138b 4 3159a 4 4228 a 52
9. Frowncide fluazinam 98b 63 3155a 4 6273 a 29

CV. (%) 548 11,0 532

'Média de trés locais; “Meédia de seis locais; *Meédia de um local. ‘PNR= produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja. Médias
seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados das analises de germinacio carpogénica dos esclerodios de S. sclerotiorum
mostraram que todos os tratamentos com agentes de biocontrole reduziram o percentual de
formacio de apotécios, ocorrendo reducio de 12% a 22% com uma aplicagio nos tratamentos
T2, T3 e T5, e uma variacio de 52% a 63% de reducio com duas aplicagdes dos tratamentos
T6, T7 e T8 (Tabela 6).

Os resultados de quantificagio da colonizagio de esclerodios por Trichoderma spp. re-
velaram que o tratamento T2 apresentou os maiores percentuais de colonizacio para uma e
duas aplicacdes, sendo acompanhado dos tratamentos T3, T4 e T5 apenas para uma aplicacio

(Tabela 6).
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O tratamento T5 apresentou os maiores percentuais de esclerddios inviaveis para uma e
duas aplicacdes, com 90% e 65%, respectivamente, acompanhado do tratamento T6, com 83%
de esclerddios inviaveis apenas para uma aplicacio (Tabela 6).

Tabela 6. Viabilidade de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum apos uma e duas aplicagdes de bio-
fungicidas, avaliada em caixas gerbox com solo, através dos percentuais de germinacio carpogénica,
colonizagio de esclerddios por Trichoderma spp. e percentual de esclerddios invidveis e seus respectivos
percentuais de controle (C%) e diferenciais ( %) em relagio a testemunha sem aplicacio de agentes de
biocontrole. Safra 2013/14.

Colonizagio por Trichoderma
1

1

Germinagio carpogénica’ (%) Esclerddios inviaveis

T Spp
ratamentos C C
1 aplic. 2 aplic. laplic. (%) 2aplic. (% 1aplic. (%) 2aplic. (%
S L L O R L P
1. Testemunha 708 a 0 528 a 0 430 d - 475 e - 178 ¢ 0 299 ¢ 0
DTrchodemnil )0 0 0S5 4 T8 4 6 8862 %6 26 d 2 BOb M
(T harzianum)
3. PNR?
, 54 d 22 319 bd 40 660 ab 53 838 b 76 22 d 25 370 o A
(T harzianum)
2
4 PNRE 632 be 11 388 b 27 630 ab 47 736 ¢ 55 196 de 11 403 be 3
(T. harzianum)
5 Quality 60 bed 12 361 be 32 645 ab S0 746 ¢ 57 337 a 90 492 a 65
(T asperellum)
6. PNR?
, 638 be 10 20,1 e 62 568 be 32 635 d M 324 4 8 333 de 1
(lignosulfonato)
7. Ecotrich 655 abe 7 252 de 52 425 d 0 99 d 26 288 b 6 38 e 6
(T harzianum)
8. Serenade 669 ab 6 198 ¢ 63 473 o 10 634 d 33 255 be 4 420 b 4
(B. subtilis)
CVm) 139 17 176 79 153 11,5

'Media de dez locais; 2PNR= produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja; aplic. = aplicagio. Médias seguidas das mesmas letras
nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Safra 2014/15

O ensaio cooperativo de controle biologico de mofo-branco em soja da safra 2014/15 foi
conduzido em dez locais nos estados de Gotas (cinco ensaios), do Mato Grosso do Sul (um
ensaio), de Minas Gerais (um ensaio), do Parana (dois ensaios) e da Bahia (um ensaio).

O delineamento experimental do ensaio foi alterado nessa safra, e foi utilizado blocos
completos casualizados, com parcelas experimentais de, no minimo, seis linhas de 10 m de
comprimento, divididas em subparcelas de seis linhas de 5 m de comprimento, e quatro
repetigdes. Os tratamentos com os produtos de biocontrole foram aplicados em toda a
parcela experimental, havendo aplicagio do fungicida fluazinam apenas na metade de cada
parcela (subparcela). Os tratamentos foram compostos por trés formulacdes de T harzianum,
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uma formulagio de T asperellum, uma formulacio de B. pumilus, uma formulacio de B.
amyloliquefaciens e uma associagio de L-aminoacidos com lignossulfonato de origem vegetal

(Tabela 7).

Tabela 7. Ingrediente ativo, produto comercial, concentracio de ingrediente ativo (i.a.), dose do pro-
duto comercial (p.c.) e épocas de aplicacio dos tratamentos avaliados no ensaio cooperativo de contro-
le biologico de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) em soja, safra 2014/2015.

Produto Comercial Ingrediente ativo Epocas de aplicacio ~ Dose p.c. Concentragio
(pc) G 2 3 Ligh' ia

Testemunha

Frowncide (sp)’ Fluazinam, ISK - - R1 1 50%

Trichodermil (pt)* T harzianum, Koppert V2ooov4 - 1 2X10°
’ Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

PNR‘ (pt) T harzianum, Simbiose V2ooov4 1 1X10°
! Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

Quality (pt) T. asperellum, Farroupilha V2ooov4 - 0,1 1x 107
) Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%
 TNRSINR 30 Laminoicidos * ignosufonato, v, gy g5

Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

Ecotrich (pt) T harzianum, Ballagro V2 V4 - 0,1 1x 10"
‘ Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

PNR (pt) B. pumilus, Bayer V2 V4 - 4 1435 ¢/L
’ Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

PNR (pt) B. amyloliquefaciens, BASF V2 V4 - 05 5,5% 10"
' Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%
9 Frowncide (sp) fluazinam, ISK - - R1 1 50%

!Concentragio minima de conidios de Trichoderma por mL ou g de produto; %sp= tratamento aplicado na subparcela; *pt= tratamento
aplicado em parcela total; PNR= produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja.

Na safra 2014/15 a incidéncia de mofo-branco foi extremamente baixa, afetada princi-
palmente pela escassez de chuvas no periodo de pré-florescimento até o inicio de formagio
de grdos da soja. Dos dez locais onde foram conduzidos os ensaios, cinco ndo apresentaram
incidéncia da doenca, dois apresentaram incidéncia abaixo de 10%, e trés locais apresentaram
incidéncia acima de 20%, sendo esses ltimos utilizados nas analises conjuntas.

Nio foram observadas diferengas para incidéncia de mofo-branco entre os tratamentos
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nas subparcelas que receberam aplicagio do fungicida fluazinam. A testemunha absoluta (T1),
sem aplicagio de biofungicidas e de fluazinam, apresentou incidéncia de 23,4%, sendo este
valor média de apenas dois locais. Ndo houve diferenga de incidéncia entre os tratamentos nas
subparcelas sem fluazinam, mas esses superaram a testemunha T1, com percentual de controle
variando de 44% a 77% (Tabela 8).

Para produtividade da soja, nio houve diferenca entre os tratamentos, independentemente
da aplicacio de fluazinam (Tabela 8).

Tabela 8. Anélise conjunta das avaliagdes de incidéncia da doenga em estadio R6 (Incid.) e percentual
relativo de controle (%C), da produtividade da soja (Prod.) e redugio de produtividade (% RP), dos
ensaios cooperativos de controle bioldgico de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) em soja, das
subparcelas com e sem aplicagio de fluazinam em estadio R1 - safra 2014/15.

Com fluazinam Sem fluazinam Com fluazinam Sem fluazinam
Tratamentos
Incid!  %C  Incid.! %C Prod.? %RP Prod.? %RP
1. Testemunha - 6,09 a 0 234 a 0 3852 a 46 3773 2 28
2. Trichodermil T harzianum 750 a 0 95 b 60 4039 a 0,0 3674 2 54
3. PNR? T asperellum 516 a 15 100 b 57 3892 a 36 3883 a 00
4. Quality T asperellum 438 a 28 1,1 b 53 3832 a 51 3849 a 09
5.PNR AMOICT a0 95 b 60 386 a 43 W42 33
lignosulf.
6. Ecotrich T harzianum 6,38 a 0 119 b 49 3963 a 1,9 3842 2 11
7.PNR B. pumilus 375 a 38 125 b 47 3987 a 13 3783 a2 26
8.PNR Bampboligue 5o 0 g 31y W @l a 02 301 2 21
faciens
9. Frowncide fluazinam 563 a 8 55 b 77 3555 a 12,0 3854 a 07
CV. (%) 78 50,0 75 75

'Média de dois locais; Média de dois locais; ‘PNR= produto ndo registrado no Mapa para a cultura da soja. Incid. = incidéncia. Médias
seguidas das mesmas letras nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados das analises de germinagio carpogénica dos esclerodios de S. sclerotiorum
mostraram que todos os tratamentos com agentes de biocontrole reduziram o percentual de
formagio de apotécios em relacio ao tratamento controle (T1), ocorrendo reducio de 49% a
75% com uma aplicagio nos tratamentos, e uma variagao de 55% a 89% de reducio com duas
aplicagdes de biofungicidas (Tabela 9).

Os tratamentos T2 e T4 apresentaram os maiores percentuais de colonizagio de esclerd-
dios por Trichoderma spp. nas avaliagdes realizadas apos uma aplicacio e, apds duas aplica-
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¢Oes, as maiores taxas de colonizagdo ocorreram com os tratamentos T3 e T4 (Tabela 9).
Todos os tratamentos com uma aplicagio de biofungicidas proporcionaram aumento na
mortalidade de esclerddios em relagio a testemunha (T1), apresentando percentuais de 32% a
51%. Nos tratamentos com duas aplicagdes, apenas o tratamento T3 nio diferiu do controle T1,
sendo 0 maior indice de esclerddios inviaveis (44%) observado no tratamento T7 (Tabela 9).

Tabela 9. Viabilidade de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum apds uma e duas aplicagdes de bio-
fungicidas, avaliada em caixas gerbox com solo, por meio dos percentuais de germinacio carpogénica,
colonizagio de esclerddios por Trichoderma spp. e percentual de esclerddios inviaveis e seus respectivos
percentuais de controle (C%) e diferenciais (%) em relagio a testemunha sem aplicacio de agentes de
biocontrole. Safra 2014/15.

Colonizagio por Trichoderma

Germinagio carpogénica (%) . Esclerddios inviaveis'

Tratamentos

1 aplic.! 2 aplic? 1 aplic 2 aplic* 1 aplic.® 2 aplict

© ©
(%) (%) (%) (%) (%)
1. Testemunha 451 a 0 106 a 0 260 f - 439 e - 298 ¢ - 385 e

(%)

2. T harzianum 120 ¢ 73 48 b 55 590 a 126 750 b 71 410 ab 38 448 o« 16

3. T asperellum 203 be 55 45 bc 57 439 ¢ 68 763 ab 74 408 ab 37 416 de 8

4. T asperellum 176 bc 61 12 d 89 557 ab 113 800 a 82 449 a 51 481 bc 25

5. Aminoac. +
lignosulf.

6. T harzianum 10 ¢ 75 28 bed 73 529 b 103 746 b 70 408 ab 37 500 b 30

20b 49 19 d 8 325 e 24 649 «d 48 406 b 36 487 b 26

7. B. pumilus 130 ¢ 71 24 bd 77 357 de 37 618 d 41 403 b 35 554 a 44

8. B. amylolique-

. 20 c T 12d 89 30 d 4 60 c 53 9¥2b 32 498 b 29
faciens

CV(%) 689 60,7 132 103 155 12,6

'Médias de quatro locais; “Médias de trés locais; "Médias de nove locais; “Médias de dez locais; "Médias de nove locais; “Médias de nove locais;
aplic. = aplicagdo. Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Safra 2015/16

Os ensaios da safra 2015/16 foram instalados em 13 locais distribuidos nos Estados de
Gotas (sete ensaios), da Bahia (um ensaio), do Mato Grosso do Sul (um ensaio), do Mato
Grosso (um ensaio), de Minas Gerais (um ensaio) e do Parana (dois ensaios).

Foram realizadas duas aplicagdes dos agentes de biocontrole no inicio do estadio vegeta-
tivo, nos estadios V2 e V4 das plantas, respectivamente. Os tratamentos foram compostos por
quatro formulagdes de propagulos de T harzianum, duas de T. asperellum, uma de B. subtilis,
uma de B. pumilus, e um tratamento testemunha, sem aplicacio de biofungicidas (Tabela 10).

A partir da safra 2015/16, em comum acordo com as empresas e pesquisadores participan-
tes dos ensaios, ndo foram mais realizadas as analises conjuntas dos efeitos dos tratamentos
com biofungicidas sobre o controle da doenga, a produtividade da soja e a produgcio de es-
clerodios na planta, pelo fato desses parimetros nio representarem o efetivo alvo de controle.

Tabela 10. Tratamentos com biofungicidas, ingrediente ativo, épocas de aplicagdo, doses dos produtos
comerciais e concentracio de ativos do ensaio cooperativo de controle biologico de mofo-branco
(Sclerotinia sclerotiorum) em soja, safra 2015/16.

Produto comercial Ingrediente ativo Bpocas de aplicagio  Dose pc Conc.
(p<) (i) 1 2 Lkgh il

1. Testemunha

2. Trichodermil, Koppert T harzianum V2 V4 1 2x(10y
3. StimuControl S, Simbiose T harzianum V2 V4 1 1x(10y
4. Quality, Farroupilha T asperellum V2 V4 0,1 1x(10)°
5. Predatox, Ballagro T harzianum V2 V4 1 2x(10)°
6. Ecotrich, Ballagro T harzianum V2 V4 0,1 1x(10)"°
7. PNR?, Bayer B. pumilus V2 V4 4 1435g L
8. Serenade, Bayer B subtilis V2 V4 2 13,68 g L*
9. TrichoderMax, Novozymes T asperellum V2 V4 1 1,5x(10

'Concentragio minima de conidios ou UFC do agente de biocontrole por mL ou g de produto; 2PNR = produto ndo registrado para a
cultura da soja no Mapa.

Nio foi observada redugdo da germinacio carpogénica com uma aplicacio de biofungici-
da, em nenhum dos tratamentos. Com duas aplicagdes, com excegio dos tratamentos T3 e T5
(formulagdes de T harzianum), os demais tratamentos apresentaram reducio da germinacio
carpogénica em relacio a testemunha T1, com percentuais de redugdo variando de 67% a
100% (Tabela 11).
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Quanto a colonizagio de esclerddios por Trichoderma spp. nos tratamentos com uma
aplicagdo, apenas o tratamento T9 (T asperellum) diferiu da testemunha T1. Nas amostras que
receberam duas aplicagdes, os tratamentos T6 (T harzianum) e T9 (T asperellum) superaram
a testemunha T1, com maiores percentuais de colonizagdo por Trichoderma spp. (Tabela 11).

Com excegio do tratamento T3 (T harzianum), os demais ndo diferiram da testemunha
T1 para inviabilizacio de esclerodios com uma aplicacio de biofungicida. Com duas aplica-
¢Oes, os tratamentos T6 (T, harzianum) e T8 (B. subtilis) promoveram os maiores indices de
mortalidade de esclerddios. Os tratamentos T4 (T asperellum), T5 (T. harzianum) e T7 (B.
pumilus) também apresentaram similaridade, de inviabilizagio de esclerédios, com os trata-
mentos T6 e T8, mas ndo diferiram da testemunha T1 (Tabela 11).

Tabela 11. Germinagio carpogénica, percentual de controle (C%), colonizacio de esclerddios
por Trichoderma spp. e esclerddios invidveis nos ensaios cooperativos de controle biologico
de mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) - safra 2015/16.

Colonizagio por Trichoderma Esclerodios invidveis
spp- (%) (%)

Germinagio carpogénica (%)

Tratamentos

laplic! C(%) 2 aplic’ C (%) 1 aplic.? 2 aplic.! apllic.3 2 aplic.'

1. Testemunha 246 a 0 142 a 0 85 b 16,5 be 86 b 90 ¢
2. T harzianum 21,1 a 14 46 b 68 163 ab 232 be 133 ab 119 bc
3. T harzianum 249 a 0 81 ab X} 120 b 15,5 be 202 a 91 ¢
4. T asperellum 150 a 39 47 b 67 176 ab 21,9 be 132 ab 133 abc
5. T harzianum 260 a 0 52 ab 64 133 ab 140 ¢ 119 ab 147 abc
6. T harzianum 175 a 29 47 b 67 122 b 374 a 153 ab 21,1 ab
7. B. pumilus 212 a 14 00 b 100 19,6 ab 138 ¢ 138 ab 183 abc
8. B. subtilis 203 a 17 31 b 79 146 ab 280 ab 119 ab 226 a
9. T asperellum 151 a 39 09 b 94 240 a 374 a 155 ab 13,5 abc

CV(%) 78,1 140,1 91,7 575 83,6 64,4

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 'Meédias de seis locais; "Medias de trés
locais; *Médias de oito locais; aplic. = aplicacio.

Discussio e conclusdes dos resultados da rede de ensaios cooperativos - safras 2012/13
2 2015/16

As condicoes de ambiente do solo, favoraveis a colonizagio e infeccio dos esclerddios de
S. sclerotiorum pelos agentes de biocontrole, sio fundamentais para o sucesso do controle
biologico de mofo-branco na cultura da soja. Esse ambiente serd ideal quanto mais constantes
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se mantenham umidade alta do solo (acima de 60% da capacidade de campo), temperaturas
amenas na superficie do solo (até 25 °C) e sombreamento da superficie do solo com cobertura
verde ou com palha de gramineas.

O sistema de semeadura direta sobre palha é um pré-requisito para se alcangar a eficiéncia
do controle biologico de mofo-branco, proporcionando o adequado condicionamento de solo
para o estabelecimento dos microrganismos antagonistas de S. sclerotiorum, sejam nativos ou
introduzidos por meio da aplicagio de produtos formulados.

A oscilagio dos resultados dos ensaios aqui apresentados, tanto entre as safras quanto
entre os ensaios de uma mesma safra, nio esta relacionado a eficiéncia do Trichoderma no
controle da doenga, mas demonstra que existe a dependéncia de condicdes ambientes especifi-
cas para o sucesso do estabelecimento do agente de biocontrole.

Nio foi observado ganho de produtividade da soja nos ensaios com a utilizacio de biofun-
gicidas, porém, a acio dos biofungicidas sobre os esclerddios de S. sclerotiorum foi positiva,
promovendo redugio do percentual de germinacio carpogénica de até 24% na safra 2012/13,
de até 63% na safra 2013/14, de até 89% na safra 2014/15 e de até 100% na safra 2015/16.
Considerando-se as formulagdes a base de Trichoderma spp., esses percentuais foram de até
19% na safra 2012/13, até 52% na safra 2013/14, até 89% na safra 2014/15 e de até 94%
na safra 2015/16, propiciando, assim, a reducio da fonte de indculo inicial para a cultura
subsequente. Em condigdes de alta infestacio por . sclerotiorum, o manejo integrado, com
a associacio do controle quimico se faz necessario, pois, mesmo que poucos, 0s apotécios
formados sdo capazes de produzir ascosporos suficientes para infectar as plantas.

A tabela 12 apresenta um comparativo dos percentuais de inibicio das germinagdes
carpogénica e miceliogénica de esclerodios de S. sclerotiorum obtidos na rede de ensaios.
Comparando-se a testemunha sem aplicacio com os demais tratamentos, os biofungicidas
apresentaram a inibicdo da germinaco carpogénica, variando entre 42% a 88%, quando ana-
lisadas as medias de trés safras. Entretanto, para a germinagio miceliogénica dos esclerodios,
os dados demonstram que nio houve incrementos na inibicio da germinagio com a aplicacio
de biofungicidas.

Considerando que a infecgio da soja por S. sclerotiorum ocorre principalmente em decor-
réncia da germinagio carpogénica, por meio dos ascosporos, o efeito dos agentes de biocon-
trole na inibicio da germinacio dos esclerodios ¢ de grande importincia para o manejo da
doenga e para a redugio de inoculo inicial a0 longo dos anos, e deve ser integrado as demais
medidas de controle. A viabilidade da integracio do controle biologico no manejo do mofo
-branco em soja deve ser melhor estudada, principalmente com relacio aos seus mecanismos
de agio e ao posicionamento adequado quanto a0 momento da aplicagio dos biofungicidas.
Dessa forma, o controle biologico, como ferramenta do manejo integrado do mofo-branco,
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visa a reducio do indculo inicial S. sclerotiorum e, consequentemente, o incremento do po-
tencial produtivo da cultura da soja.

Tabela 12. Comparativo dos percentuais de controle em relacio ao tratamento sem controle (teste-
munha), referente 4 inibicio das germinagdes carpogénica e miceliogénica de esclerodios de Sclerotinia
sclerotiorum, em funcio de duas aplicacdes de agentes de biocontrole, nos ensaios cooperativos de

controle bioldgico de mofo-branco em soja, em trés safras.

Tratamento E ET :—:g - E 'g ;g: o g
2§ 55§ E§ 8§ 8 §= =
. 25 3E S EfER JI £
Parimetro/ Safra Ee = = = = 5 °8 gt,
Inibigio da Germinagio Carpogénica (%)
Safra 2013/14 44 32 52 27 na. 63 62
Safra 2014/15 55 89 73 57 77 na. 82
Safra 2015/16 68 67 67 43 100 79 na.
Media 56 63 64 LY 88 71 72
Inibi¢io da Germinagio Miceliogénica (%)
Safra 2012/13 0 0 15 na. 0 na. 6
Safra 2013/14 0 0 0 0 na. 0 0
Safra 2014/15 0 0 0 0 0 na. 0
Meédia 0 0 5 0 0 0 2

PNR = produto nio registrado no Mapa para a cultura da soja; n.a.= nio avaliado.
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Introducio

A banana (Musa spp.) ¢ uma frutifera de importancia socioeconémica em todo mundo.
Segundo a FAO, o Brasil tem-se destacado, como o quarto maior produtor da fruta, com 6,17
milhdes de toneladas (Banana, 2017). No pais, as regides Sudeste e Nordeste apresentaram-se
como as principais produtoras, totalizando 65,77% da producio nacional (Banana, 2019).
Nestas regioes, a produgio de bananas tem-se concentrado principalmente nos polos de fru-
ticultura irrigada, no qual apresentam alto nivel tecnologico, bem como, em condigdes de
agricultura de subsisténcia.

Durante o seu sistema de producio tem-se constatado que as plantas apresentam alta
exigéncia de nutrientes, principalmente o nitrogénio (N) e potassio (K), necessitando de adu-
bagdo adequada e abundante, para apresentar pleno desenvolvimento e produgdo. Em funcio
do teor de K no solo, da idade da planta e da expectativa de produtividade, as recomendages
das adubagdes nitrogenada e potassica podem chegar a 500 kg ha' de N'e a 750 kg ha' de K O.
Aliado a isso, outro problema marcante enfrentado pela cultura sio as doencas que acometem
as plantas no campo, tais como as manchas-foliares (sigatoka-amarela e sigatoka-negra), mur-
chas vasculares (mal-do-panamé e moko-da-bananeira), galhas e lesdes nas raizes (nematoses);
¢, as doencas na fase de pos-colheita (antracnoses e podriddes). Para o manejo dessas enfermi-
dades, varias taticas tém sido empregadas, como o uso de variedades resistentes, eliminagio de
fonte de inoculo, bem como o uso de defensivos agricolas. A adogdo desses produtos deve ser
conduzida racionalmente, pois alguns dos defensivos sio altamente toxicos a0 meio ambiente
e 0 mercado consumidor tem exigido cada vez mais a produgio sustentavel das frutas. Alem
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disso, a aplicacio desses produtos sem a supervisio de um técnico qualificado, podem ocasio-
nar a selecio de “estirpes” resistentes dos patogenos bem como, a contaminagio do solo, das
aguas e do homem.

Para um manejo sustentavel na cultura da banana, os tratos culturais nos pomares, como
a utilizacio de adubos soluveis e defensivos agricolas, devem ser conduzidos utilizando os
principios do manejo integrado, adotando diferentes medidas alternativas aos tratos conven-
clonais. Uma das estratégias seria a adocio do controle biologico e dos fungos promotores de
crescimento, como os do género Trichoderma. Portanto, a seguir, serdo descritas as espécies de
Trichoderma utilizadas para promocio de crescimento, bem como para o controle biologico
das principais doengas incidentes na bananeira. Além disso, serdo relatados os principais
mecanismos de a¢do desse microrganismo, para promover a bioestimulagio das plantas e o
biocontrole dos patogenos. Serdo também discutidos os principais produtos registrados para
utilizagio na cultura da bananeira.

Principais espécies, ocorréncia e mecanismos de agio de Trichoderma

Existem mais de 200 espécies de Trichoderma envolvidas tanto na promogio de crescimen-
to de plantas, como no controle bioldgico de patogenos, nas culturas agricolas (Atanasova et
al,, 2013). Para a bananeira, algumas espécies merecem destaque por serem utilizadas como
bioestimulantes e/ou biocontroladores, tais como: T atroviride (Waele et al., 2006; Xia et al.,
2011; Cavero et al,, 2015), T harzianum (Moraes et al., 2006; Acosta-Suarez et al., 2013), T
asperellum (Xia et al., 2011; Taribuka et al,, 2017), T gamsit, T koningiopsis (Taribuka et al.,
2017), T longibrachiatum (Mendes et al., 2015), T brevicompactum e T. virens (Xia et al.,
2011). Dentre as espécies, as mais utilizadas e com maior eficiéncia sio T harzianum e T.
asperellum, por apresentarem alta competéncia rizosférica (Friedl; Druzhinina, 2012). Estas
espécies tém sido encontradas em diferentes ambientes nos cultivos das bananeiras, tais como
solo (Michereff et al., 2005; Vinale et al., 2008; Xia et al., 2011) e endofiticamente nas plantas
(Pocasangre et al., 2000; Zum-Felde et al., 2002; Sikora et al. 2008; Xia et al., 2011). No caso do
solo, Trichoderma tem preferéncia pelos imidos, sem a incidéncia direta de raios solares e com
temperaturas amenas (20 a 25 °C) e com pH mais acido (Bhale; Rajkonda, 2012; Garcia-Nudez
et al, 2012). Em condicdes extremas, estes microrganismos tém a sua eficiéncia reduzida ou
até mesmo anulada (Halfeld-Vieira et al., 2016).

A intensificacio parece afetar negativamente a distribuigio do fungo. O sistema de
uso do solo reconhecidamente afeta seus atributos e consequentemente, a ocorréncia de
Trichoderma. Solos com altos teores de C, N, Mg e Fe, como os de florestas, favorecem
a ocorréncia desses fungos (Okoth et al., 2009). A ocorréncia de espécies de Trichoderma
também foi correlacionada positivamente com teores de Ca, Mg e Mn de solos sob diversos
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manejos (Bulluck I1I et al., 2002). A utilizacio de T. koningii no controle do mal-do-pé do
trigo foi mais eficiente em solos com maiores teores de Fe ou argila e menor pH ou teores
de P-disponivel (Duffy et al., 1997). Na rizosfera, Trichoderma sio atraidos pelos exsudatos
radiculares, nos quais favorecem a sua persisténcia ou competéncia em colonizar a regido
de atuacdo das raizes. Os microrganismos com grande capacidade de colonizagio sio os
mais indicados para uso como antagonistas aos patogenos e, promotor do crescimento das
plantas (Vinale et al., 2008; Lopez-Bucio et al., 2015). No sistema de producio da bananeira
estes microrganismos devem também apresentar boa capacidade de adaptacio ao agroecos-
sistema, nos quais estdo inseridos (Lucon, 2014). Outra caracteristica essencial € que haja
compatibilidade das espécies de Trichoderma, com os insumos rotineiramente utilizados
no cultivo das bananeiras, como parte de um programa de manejo integrado da cultura
(Lucon, 2014; Mendes et al., 2015).

Nos nichos ecologicos, nos quais as espécies de Trichoderma estio adaptadas, as mesmas
utilizam diferentes mecanismos importantes para promogio do crescimento e antagonismo
na cultura da bananeira. Os principais mecanismos envolvidos no controle biologico sio a
antibiose, inducio de resisténcia, produgio de metabolitos (enzimas e compostos orginicos
volateis), micoparasitismo e competicio por nutrientes e espaco (Harman et al., 2004; Vina-
le et al., 2008; Sarandon; Flores, 2014; Lee et al., 2016). Em um estudo, o fungo endofitico
Trichoderma for utilizado para o controle do nematoide carvenicola Radopholus similis.
Observou-se que atravées do micoparasitismo do antagonista, houve a adesio dos conidios,
germinacio e colonizagio do corpo do nematoide, imobilizando-o. O manejo da nematose
conseguiu ser eficiente (Hernandez, 2003). Os isolados de Trichoderma podem também
realizar alteracdes nos sitios de infecgdo e, conseguir adaptar o seu metabolismo a estas
condigdes. Alguns isolados sdo capazes de realizar mudancas no pH nos sitios de infecgio,
proporcionando redugdes na agressividade de patogenos (Benitez et al., 2004).

Para a promogio de crescimento os microrganismos utilizam diferentes mecanismos, po-
dendo-se destacar: produgio de hormonios (acido indolacético, citocininas, giberelinas, acido
abscisico), aumento na solubilizagio de nutrientes (fosfato, ferro, cobre, manganés e zinco)
¢, incrementos na eficiéncia do uso de nutrientes, como o nitrogénio (Harman et al., 2004;
Lucon, 2014). A promogio de crescimento de plantas com a aplicacio de T harzianum ocor-
re diretamente, com aumento do desenvolvimento das raizes, quanto em combinacio com
mecanismos indiretos, como solubilizagio de minerais via processos de acidificacio, redugio,
quelatacio e hidrolise (Li et al, 2015). A utilizacio de misturas de isolados de Trichoderma,
com diferentes mecanismos de acio é estratégia interessante para o manejo das enfermidades
e promogio de crescimento de bananeiras. Estas combinagdes podem favorecer a protecio
das plantas, ainda mais se os microrganismos atuarem sinergicamente (Machado et al., 2012).
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Estudos em desenvolvimento na Embrapa Agroindistria Tropical, Fortaleza, Estado do Ceara
tem como objetivo selecionar isolados de Trichoderma, oriundos da rizosfera de bananeiras,
para o manejo do mal-do-panama e promocio de crescimento de bananeiras (Figura 1).

Foto: Christiana de Fatima Bruce da Silva,

Figura 1. Isolados de Trichoderma sp., provenientes da rizosfera de bananeiras, com potencial para
promogio de crescimento e controle de doencas na cultura da banana.

Nestes estudos, o interessante € que os isolados selecionados apresentem mecanismos de
acio complementares, possibilitando assim a sua introducio na cadeia da bananicultura na
regido.

Promogio de crescimento de bananeiras por Trichoderma

As espécies de Trichoderma sio importantes por promoverem o desenvolvimento das
plantas, possibilitando incrementos na absor¢do de nutrientes pelas raizes (Harman et al,
2004; Lopez-Bucio et al,, 2015; Lee et al., 2016). Estes microrganismos bioestimulantes sio
encontrados e melhor adaptados a solos acidos, com presenca de nutrientes e matéria orginica
(Harman et al,, 2010; Sarandon; Flores, 2014). A composigio da matéria orgdnica parece ser
crucial para o solo comportar-se como conducivo ou supressivo a sua atividade na rizosfera
das plantas. Os fatores bidticos podem também ter influéncia na competéncia rizosférica dos
microrganismos no solo (Simon; Sivasithamparam, 1989; Kavoo-Mwangi et al,, 2013). Na
rizosfera, Trichoderma podem interagir com outros microrganismos, como as rizobactérias
e os fungos micorrizicos arbusculares, possibilitando efeitos positivos no desenvolvimento
das plantas (Kavoo-Mwangi et al, 2013). Os isolados de Trichoderma por apresentarem alta
competitividade rizosférica sio capazes de aderir, reconhecer e desenvolver-se facilmente nas
raizes das plantas. Estes microrganismos sio resistentes s intempéries do solo, sobrevivendo
a condicdes adversas. Por exemplo, Trichoderma ¢ capaz de resistir a competicio com o0s
patogenos pelos sitios de infeccio; e, até mesmo podem ficar expostos a compostos toxicos
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liberados pelas plantas, em resposta de defesa, contra os patdgenos. Estas caracteristicas s6
comprovam os beneficios da utilizagio destes microrganismos na agricultura (Benitez et al.,
2004; Machado et al., 2012).

A bananeira apresenta fases durante o seu sistema de producio, nas quais sio interessantes
a participacio de microrganismos bioestimuladores (Weber et al., 2000; Mia et al., 2005).
Uma das fases ¢ a aclimatizagio, considerada fundamental na producio de mudas (Carvalho
et al,, 2014). Nesta fase, as plantas apresentam uma baixa taxa de sobrevivéncia, pois as mes-
mas possuem ainda poucas reservas nutricionais e sistema radicular fragil. A associagio com
microrganismos, como Irichoderma ¢ interessante e propicia ganhos na produgdo. Esta inte-
ragio protege as mudas de condicdes estressantes, que possam vir a ocorrer na aclimatizacio
(Marin-Guirao et al., 2016). Estudos tém demonstrado o papel fundamental das espécies de
Trichoderma, para o desenvolvimento de bananeiras (Kavoo-Mwangi et al., 2013; Taribuka et
al,, 2017). A utilizagio de T harzianum, T. asperellum, T koningiopsise T gamsii possibilitou
ganhos nas mudas como: altura das plantas, didmetro do pseudocaule, nimero de folhas,
massa fresca da parte aérea, massa fresca e comprimento das raizes (Taribuka et al,, 2017). Em
outro estudo, T harzianum incrementou a solubilidade de nutrientes para as plantas como o
fosfato, zinco, cobre, ferro e manganés, além de estimular a secrecio de enzimas, importantes
na promogio de crescimento (Altomare et al.,, 1999). A presenca de altos niveis de carbono
no solo correlacionou com os incrementos de até 60% no crescimento de plantas, quando
submetidas a inoculagdo por Trichoderma (Kavoo-Mwangi et al., 2013).

Além de promover o crescimento, Trichoderma também favorece um melhor desenvol-
vimento das plantas, em condigdes de estresses abioticos (hidrico, salino ou térmico). As
plantas, nestas condigdes quando inoculadas com Trichoderma, conseguem tolerar o estresse
sem perda de produtividade (Harman et al., 2004; Lucon, 2014). Estudos em desenvolvimento
na Embrapa Agroindustria Tropical tem como objetivo selecionar isolados de Trichoderma,
oriundos da rizosfera de bananeiras, para a promogio de crescimento de bananeiras (figura 2).
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Fotos: Christiana de Fatima Bruce da Silva.

. P
Figura 2. Mudas de bananeira, com 1 més de aclimatizagio em substrato estéril, sob condigdes de
telado na Embrapa Agroindistria Tropical. (A) Mudas suplementadas com isolado de Trichoderma sp.
(9,2 /4,5 kg de substrato estéril); (B) Mudas suplementadas com adubo de liberagio lenta (22g/4,5kg
de substrato estéril).

Manejo das doencas na cultura da bananeira com Trichoderma

A bananeira ¢é afetada por um grande niimero de doengas resultando na redugio da sua
produtividade. As enfermidades de ocorréncia marcante nos bananais sio as manchas-foliares,
murchas-vasculares, galhas e lesdes nas raizes. Outras enfermidades de grande importincia
para a cultura sio aquelas que se expressam na pos-colheita, como as antracnoses e podridio-
de-coroa (Cordeiro et al., 2016). A dificuldade de manejo das doencas, principalmente as
ocasionadas por patogenos do solo tem estimulado a adocio de taticas de controle alternativo.
Uma das alternativas seria a utilizacio de fungos biocontroladores, presentes na rizosfera das
plantas, para contribuir num programa de manejo integrado das doengas (Papavizas, 1985; Nel
et al., 2006). Estudos recentes indicam a importincia dos microrganismos biocontroladores na
agricultura, dado o potencial que possuem para minimizar o uso de fertilizantes e defensivos,
diminuicio dos custos de producio, além da sustentabilidade ambiental (Fernandes, 2009).

Na utilizagio dos antagonistas ¢ imprescindivel o seu estabelecimento no sistema solo
-planta, mais precisamente na rizosfera. A grande atividade dos microrganismos nos solos que
apresentam altos niveis de matéria orgdnica tem proporcionado a selecio de isolados mais
eficientes em colonizar a rizosfera (Vinale et al., 2008). Alem disso, os antagonistas contribuem
também para aumentar a supressividade dos solos, reduzindo a intensidade das doencas nas
culturas (Halfeld-Vieira et al., 2016). Dentre os antagonistas utilizados para o controle de
doengas destaca-se Trichoderma. Este fungo ¢ utilizado principalmente no manejo de enfermi-
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dades ocasionadas por patogenos de solo, na cultura da bananeira (Halfeld-Vieira et al., 2016).
Os principais mecanismos de Trichoderma para o controle dos patdgenos sio a antibiose,
producio de enzimas e competico, por nutrientes e espaco (Milanesi et al., 2013). Na rizos-
fera, quando estio estabelecidos, com alta competitividade rizosférica, ocorre o fendmeno da
supressividade nos solos. Muitas enfermidades, como as nematoses podem ser suprimidas na
presenca desta microbiota (Zum-Felde et al., 2002).

Varios relatos na literatura destacam a importincia do uso de Trichoderma, para o manejo
das doengas na cultura da bananeira (Waele et al., 2006; Cavero et al., 2015; Taribuka et al,,
2017). Para patogenos do sistema radicular os estudos tém avancado consideravelmente (Waele
et al,, 2006; Taribuka et al., 2017). Por exemplo, bananeiras tratadas preventivamente com
isolados de Trichoderma apresentaram aos dois meses apos inoculagio, redugdes na populagio
do nematoide cavernicola nas raizes (Waele et al., 2006). Ainda para as nematoses, a inoculacio
de bananeiras com isolados de T. atroviride permitiu o controle de 80% da enfermidade (Stolf,
2006). Para 0 manejo do mal-do-panama, a utilizagio de Trichoderma ja é uma realidade cres-
cente (Mendes et al., 2015; Taribuka et al., 2017). Espécies de Trichoderma obtidas das raizes
de bananeira foram avaliadas quanto a capacidade de induzir resisténcia a enfermidade. A
intensidade da doenga em plantas inoculadas com as espécies T asperellum e T. harzianum foi
de 8,33%. Adicionalmente, um 1solado de T harzianum proporcionou também incrementos
no desenvolvimento das bananeiras. O estado de inducio foi constatado pela presenca e/ou
atividade de compostos como, os fenolicos, peroxidase e lignificacio (Taribuka et al., 2017).
Outros metabolitos importantes também podem ser ativados em resposta a colonizacio por
Trichoderma, tais como fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (Vinale et al., 2008).
Os resultados confirmam o potencial de uso de Trichoderma, na supressio do mal-do-panama.
A aplicacio via fertirrigacio de T Jongibrachiatum em bananas, aliado a outras praticas cul-
turais, como a manutengao dos brotos nas touceiras, controle de plantas daninhas e adubacio
adequada, proporcionou plantas sintomaticas em 9,8% da area cultivada (Mendes et al., 2015).
Uma das estratégias que aumenta a eficiéncia no controle de F oxysporum f. sp. cubense em
bananeiras € a aplicagio dos antagonistas em adubos orgdnicos, que atuam como substrato
para a sua multiplicagdo (Saravanan et al., 2003). A utilizacio de adubos organicos inoculados
com diferentes antagonistas, aplicados isoladamente ou associados, foi eficiente no controle
do F. oxysporum f. sp. cubense, possivelmente devido ao acimulo de proteinas relacionadas
patogénese (quitinase e a 3-1,3-glucanase), a supressio da populagdo de patogenos, e regulagio
da comunidade microbiana para melhoria das condigdes fungistaticas (Zhang et al., 2014).

Alguns trabalhos tem também destacado a importincia de Trichoderma, para o manejo
de doencas foliares (Acosta-Suarez et al., 2013; Cavero et al., 2015). T harzianum inibiu o
crescimento micelial de Mycosphaerella fijiensis, agente causal da sigatoka-negra, atraves da



440 Trichoderma: uso na agricultura

competi¢io por espao e nutrientes. A producio de enzimas com atividade litica, atuando nas
hifas do patdgeno, sio possibilidades que também ndo podem ser descartadas (Acosta-Suarez
et al., 2013). Para o manejo da sigatoka-negra, o potencial de 29 isolados de Trichoderma fo-
ram investigados, em campo. Nos ensaios, T. atroviride foi responsavel em reduzir a severidade
da doenca (66%), sendo tio efetivo quanto o fungicida azoxystrobina (Cavero et al., 2015).
Para as antracnoses e podriddes de pos-colheita, o antagonista também vem sendo adotado
com sucesso (Krauss, 1998; Mortuza; [lag, 1999; Alvindia; Hirooka, 2011). Frutos de banana
tratados com isolados de T. viride apresentaram reducdes na severidade da podridio da coroa
de 29 a 65%. Os frutos apresentaram menores incidéncia da doenca, quando o antagonista
era aplicado preventivamente. Nos ensaios, ainda houve inibigdes no crescimento micelial e
na germinagdo dos conidios (77%), com destaque para T harzianum. O antagonista atuou
por micoparasitismo direto, pois por meio das analises de microscopia pode-se verificar o
enrolamento das hifas, granulagio no citoplasma e desintegracio das paredes das hifas de
Lasiodiplodia theobromae (Mortuza; Ilag, 1999). Para a antracnose (Colletotrichum musae)
isolados de Trichoderma foram capazes de reduzir em até 84%, o crescimento micelial do
patogeno. No desenvolvimento de lesdes nos frutos observaram-se reducdes acima de 50%,
quando os mesmos foram tratados com Trichoderma (Oliveira et al., 2016). Estudos em de-
senvolvimento no laboratorio de Patologia Pos-colheita da Embrapa Agroindustria Tropical
tem como objetivo selecionar diferentes isolados de Trichoderma, ortundos da rizosfera e da
carposfera de bananas, para o manejo de doengas da bananeira. A atividade antifingica desses
isolados esta sendo testada in vitro (figura 3).

Fotos: Christiana Bruce.

Figura 3. Inibicio do crescimento micelial realizada por Trichoderma sp. contra patogenos da ba-
naneira (Musa spp.). (A) Isolado de Trichoderma contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente
causal do mal-do-panama (B) Isolado de Trichoderma contra Colletotrichum musae, agente causal da
antracnose.
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Portanto, para um manejo efetivo das doencas, o recomendado é que os isolados de
Trichoderma sejam vidveis, com competéncia rizosférica e apresentem diferentes mecanismos
de agdo. As aplicagdes devem ser conduzidas preventivamente, antes do estabelecimento do
patogeno. Esta acio promove uma vantagem competitiva ao antagonista, frente ao patogeno.
No caso das mudas de banana, Trichoderma pode ser incorporado no substrato de plantio ou
pulverizados, a depender do patogeno-alvo. Ja no campo, Trichoderma pode ser aplicado via
fertirrigagdo (Lucon, 2014).

Consideracoes finais

As espécies de Trichoderma sio importantes bioestimuladores de crescimento de plantas
e biocontroladores de doencas importantes na cultura da banana, nas suas diferentes fases de
producio. As espécies que se destacam com os principios ativos mais utilizados e eficientes
para a bananeira sio T harzianum e T asperellum. A adogio pelos produtores do controle
bioldgico na cultura da bananeira sera importante auxiliar no manejo integrado de doengas,
alem de propiciar frutos sem residuo para o consumidor final.
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Introducio

O Brasil ¢ 0 quinto maior produtor de cacau do mundo e os estados da Bahia e Para
lideram a produgdo nacional. O cultivo do cacaueiro no Brasil ocorre sob a sombra de es-
pécies arboreas nativas em um sistema conhecido como “cabruca”. Este sistema ecologico
ajuda a proteger o remanescentes da Mata Atlintica, um dos mais diversos e ameacados
biomas do mundo (Muller; Gama-Rodrigues, 2007).

As doencas do cacau sio a causa mais importante das perdas de produtividade do
cacau. Cerca de 40% da producio mundial de cacau é perdida anualmente para cinco
doencas: moniliase causada por Moniliophthora roreri, vassoura-de-bruxa, causada por
Moniliophthora perniciosa, podridio-parda, causada por Phytophthora spp.; morte-de
-ponteiros causada por Ceratobasidium theobromae; e inchago-do-fruto causada pelo vi-
rus do broto de cacau inchado (CSSV) (Guyton et al., 2003; Ten Hoopen; Krauss, 2016).
No Brasil, as principais doencas do cacaueiro sio a vassoura-de-bruxa, podriddo parda e a
murcha-de-ceratocystis ou mal-do-facio (Ceratocystis cacaofunesta) (Oliveira; Luz, 2005;
Engelbrecht; Harrington, 2005).

No presente capitulo abordaremos o controle biologico de doengas do cacaueiro por
especies de Trichoderma, com foco principal em vassoura de bruxa que é a doenga mais
importante no Brasil e para a qual ha produto registrado e em uso no pais.
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Controle biologico da vassoura-de-bruxa

A vassoura de bruxa, causada pelo basidiomiceto M. perniciosa, é a principal doenca
no cultivo de cacau no Brasil (Pereira et al., 1990). Desde a sua introdugio na Bahia em 1989,
o fungo chegou a reduzir aproximadamente 75% da producio de cacau no Estado da Bahia
(Anderbrhan et al., 1999; Oliveira; Luz, 2005). O patogeno infecta todos os tecidos meriste-
maticos da planta. Os tecidos meristematicos infectados apresentam hiperplasia e hipertrofia,
que sio causadas pelo desequilibrio hormonal induzido pelo patogeno. O sintoma tipico nas
brotagdes infectadas é a formagdo de ramos curtos e agrupados em forma de vassouras. Fru-
tos infectados podem ter lesdes necrticas em sua superficie e as sementes no interior serem
destruidas e improprias para a industria de chocolate (Silva et al., 2002; Souza et al., 2018).
Os tnicos propagulos infecciosos do fungo sdo os basididsporos, e estes sio produzidos nos
basidiocarpos formados na superficie dos tecidos infectados.

Varias publicagdes sobre o uso potencial de agentes de controle bioldgico contra a
vassoura-de-bruxa na America Latina estio disponiveis, a maior parte delas se baseia em
Trichoderma spp. (Ten Hoopen; Krauss, 2016; Souza et al., 2013).

As espécies de Trichodermaja citadas como potenciais agentes de controle biologico de
doencas do cacaueiro incluem T. asperellum, T. martiale, T. ovalisporum, T. paucisporum,
T. theobromicola e T. stromaticum (Sanogo et al., 2002; Holmes et al., 2004; Samuels et
al., 2006; Tondje et al., 2007; Hanada et al., 2008). Ha uma grande diversidade de espécies
de Trichoderma associadas ao cacaueiro no Brasil. Almeida et al., (2018) encontraram 21
espécies, sendo 16 conhecidas e 5 espécies novas. No entanto, o potencial dessas espécies
para o controle biologico de doencas do cacaueiro ainda é pouco explorado.

Dentre todas as espécies identificadas em cacaueiro, ha espécies com potencial para
controle da podridio-parda e mal-do-facio (descritas neste capitulo), mas para o controle da
vassoura-de-bruxa, a mais eficiente tem sido T stromaticum (Souza et al., 2006). Este fungo
¢ um parasita de M. perniciosa e também pode colonizar plantas de cacau endofiticamente.
Ramos e frutos afetados pelo patogeno sio colonizadas por T stromaticum, que micoparasita
M. perniciosa, provocando a reducio da producio de basidiocarpos. A colonizagio dos teci-
dos infectados também provoca a decomposicio acelerada dos tecidos infectados (Souza et al.,
2008). No Brasil, o controle biologico da vassoura-de-bruxa baseia-se na aplicagio do produto
comercial Tricovab, que contém como ingrediente ativo conidios de T stromaticum.

O controle destas doengas ndo é tarefa facil, exigindo dos produtores a adogio conjunta
de medidas de controle cultural, quimico e biologico. Neste capitulo, vamos discutir tanto os
aspectos praticos e teoricos do controle biologico das doengas do cacaueiro. Maior atengio
sera dada ao controle da vassoura-de-bruxa por ser esta a doenca de maior importancia para o
Brasil e também pelo maior nimero de estudos.
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Origem e biologia de Trichoderma stromaticum

O fungo T stromaticum foi isolado pela primeira vez de uma vassoura de bruxa em
cacau na regido amazonica do Brasil e identificado como Trichoderma viride (Bastos, 1986),
mais tarde renomeado T polysporum (Costa et al.,, 1996) e, finalmente, T stromaticum
(Samuels et al., 2000). O fungo parece ser o agente de biocontrole mais promissor contra
M. perniciosa (Souza et al., 2018). Na natureza, o fungo é normalmente encontrado em
associagio com tecidos infectados comportando-se como um micoparasita do patogeno
(Figuras 1B,C).

Um estudo sobre a diversidade genética de T stromaticum mostrou que existem dois
grupos relacionados entre todos os isolados encontrados em cacau. O Grupo I (GI) foi
encontrado na Colémbia e no Estado da Bahia, enquanto o Grupo II (GII) ocorreu na
Amazonia brasileira, incluindo o Estados do Para e de Rondénia, no Equador e no Peru
(Souza et al.,, 2006). Entretanto, um dos isolados de GII foi introduzido pela CEPLAC
no Estado da Bahia para o controle da vassoura-de-bruxa (Costa et al., 1996). Portanto, o
Estado da Bahia é o unico local conhecido onde ambos os grupos genéticos ocorrem. Mais
tarde estudos mostraram que os isolados GII sio encontrados como endéfitos no cacau
e outras espeécies relacionadas, como o cupuacu e Herrania spp. Curiosamente, nenhum
representante do Gl foi encontrado como endofitico, embora as buscas nio tenham sido
exaustivas.

Vassouras mortas e frutos doentes velhos podem ser colonizados por T. stromaticum,
que parasita o micelio de M. perniciosa. Assim, o agente de biocontrole reduz a producio
de basidiocarpos (Figura. 1B), diminui a fonte de inoculo e, consequentemente, ocorre a re-
ducdo da doenca (Hjorth et al., 2003). Apesar de saprofitico, aparentemente este fungo tem
baixa capacidade competitiva no solo, mas & competitivo na colonizagio de ramos afetados
por M. perniciosa, as denominadas vassouras secas, colonizando e produzindo conidios na
superficie de tecidos (ramos, frutos e folhas) contendo micelio de M. perniciosa (Sanogo
et al., 2002), e também pode, ser cultivado em meio de cultura (Figura. 1A). Estudos sobre
o efeito das condicdes climaticas em T, stromaticum indicam que este fungo necessita de
aproximadamente 23 °C e umidade relativa superior a 90% para efetivamente colonizar as
vassouras no campo (Loguercio et al.,, 2009). Conidios sdo produzidos na superficie do es-
troma e este fungo tem a capacidade de se reproduzir sexuadamente, podendo ser observada
a formacio de peritécios de cor amarela na superficie do tecido colonizado (Figura 1D, E).

O micoparasitismo ¢ o principal modo de acio de T stromaticum (Bastos, 1986). Outros
modos de agdo, como a inducio de resisténcia e producio de antibidticos, comum entre espé-
cles de Trichoderma ndo parecem estar relacionados com a agio de biocontrole exercida por T,
stromaticum (Souza et al., 2008), apesar de ter sido relatada a producio de peptabioticos por
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Fotos: Jorge Teodoro de Souza

Figura 1. Aspectos morfologicos de Trichoderma stromaticum. (A) Crescimento de T stromaticum
em placa de Petri contendo meio batata-dextrose-agar; (B) Colonizacio de vassouras secas ¢ a supressio
da producio de basidiocarpos por T stromaticum; (C) Detalhe da colonizagio de uma vassoura;
(D) Reprodugio assexuada (conidios esverdeados) e sexuada (peritécios amarelos) de T stromaticum
na superficie de uma vassoura colonizada; (E) Ascosporos e ascas de T stromaticum produzidos no
interior dos peritécios.

T stromaticum (Krause et al., 2006).

O fungo s6 é encontrado na América Latina, e em associagio com o cacau, sugerindo
que o cacaueiro co-evoluiu com o patogeno M. perniciosa e com o agente de bicontrole T,
stromaticum. Acredita-se que o T stromaticum ocorra em cultivos de outros paises da América
Latina e, portanto, pode ser estudado para o controle da vassoura-de-bruxa nas diferentes
localidades onde a doenca ocorra.

Aplicagio de Trichoderma stromaticum no campo

Aplicagdes de esporos de T stromaticum sobre vassouras e frutos contendo M. perniciosa
no solo de plantages ja mostraram eficiéncia na reducio da formacio de basidiocarpos em
até 99% quando as vassouras estio na superficie do solo e de 89% quando estio nas copas das
arvores (Costa et al., 1996; Hjorth et al., 2003). Adicionalmente, os resultados de um ensaio de
campo durante 2 anos mostraram que o Tricovab aumentou o rendimento de cacau em 30%
com seu uso como tnica medida de controle da doenca (Pomella et al., 2007).
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Entretando, conforme mencionado, o mecanismo de controle exercido por T stromaticum
sobre M. perniciona é o micoparasitismo e, portanto, as plantas tratadas nio ficam protegidas
contra novas infeccdes. Neste sentido, em um ensaio de campo conduzido por 3 anos, foi
proposto um programa de aplicacio em que os tratamentos alternados com clpricos (para
proteger os tecidos sadios) e T stromaticum (para reduzir o inoculo inicial) reduziram a
formacio de ramos com sintomas e produziram um maior numero de frutos por arvore
(Medeiros et al., 2010). O tratamento com fungicida clprico também reduziu a incidéncia
da doenca em frutos em relacio a outros métodos em até 60%. O rendimento estimado de
améndoas também for maior para o tratamento combinado, sendo esta a combinacio de
tratamentos que resultou em aumento na rentabilidade do produtor desde o primeiro ano de
instalagdo do ensaio.

Em plantacdes de cacau abandonadas ou negligenciadas, a adocio de estratégias de manejo
da doenca juntamente com a aplicagio adequada de fertilizantes parecem ser o caminho para
assegurar um rendimento economicamente viavel (Krauss; Soberanis, 2002; Medeiros et al.,
2010).

No Peru, trabalhos demonstraram que T stromaticum reduziu o namero de frutos
infectados com M. perniciosa em 48% (Krauss; Soberanis, 2002). No entanto, sua eficacia
for mais pronunciada em areas com menor incidéncia da doenca. Infelizmente, o fungo nio
afetou a podriddo-negra e a moniliase-do-fruto causadas por Phytophthora spp. e M. rorer,
respectivamente. [sto confirma a especificidade do micoparasita para M. perniciosa no contro-
le da vassoura-de-bruxa. No Equador, onde T stromaticum é nativo, o fungo foi produzido em
larga escala e esta sendo avaliado em condicdes de campo para controlar a doenca (C. Suarez,
comunicacio pessoal).

No Brasil, a CEPLAC recomenda aplicar o Tricovab quatro vezes, em intervalos mensais,
de maio a agosto, para o manejo da doenga causada por M. perniciosa. Isso corresponde
estagdo chuvosa das principais regides produtoras. A concentracio efetiva recomendada é de 1
x 10" conidios/ha pulverizados em 300 L de 4gua. A eficacia & melhorada quando sio tomadas
precaucdes para garantir que o fungo possa colonizar ativamente as vassouras mortas. Deve-se
considerar que o agente biocontrolador ¢ sensivel 4 radiagio UV e a seca. Para aplicagdes du-
rante a seca, pode ser adicionado 6leo vegetal emulsionavel agricola na calda de aplicacio. O
Tricovab pode ser pulverizado com um pulverizador costal, mas as vassouras no topo da copa
das arvores podem ser alcangadas de forma mais eficiente por um pulverizador motorizado.
O Tricovab deve ser pulverizado sobre as vassouras de ramos e frutos doentes das arvores para
reduzir a formacio de basidiocarpos e nio ha necessidade de fazer a poda a priori. Esta pratica
foi denominada de biological prunning ou poda biologica, tendo em vista que reduz os custos
com mao de obra com a remogdo das vassouras e queima como era realizada no passado. Alem
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do mais, a manutencio do tecido micoparasitado garante aumento da pressio de inoculo de

T stromaticum na 4rea o que aumenta o residual de acio do produto (Pomella et al., 2007,
Medeiros et al., 2010).

Controle biologico da podridio-parda

No Brasil, foram avaliados 103 fungos endofiticos oriundos de cacaueiros e cupuaguzeiros
(T grandiflorum) dos Estados do Amazonas e Bahia para o controle da podridio-parda cau-
sado por Phytophthora spp. Apds diversos ensaios comprovou-se que o isolado mais eficiente
pertencia a uma nova espécie descrita como I martiale (Hanada et al., 2008). Essa espécie re-
duziu a severidade da podridio-parda e também foi capaz de colonizar o tronco de cacaueiros
por 80 dias (Hanada et al., 2008; 2009). Estudos posteriores demonstraram também que fun-
gicidas a base de hidroxido de cobre ou fosetil-Al poderiam ser aplicados juntamente com o
isolado de T martiale, desde que o preparo da caldo fosse realizada no momento da aplicacio
(Hanada et al,, 2009). Em Camardes, um isolado de solo de T asperellum mostrou potencial
para o controle da podriddo-parda causada por P, megakarya, um patogeno mais virulento que
as especies de Phytophthora que ocorrem no Brasil (Tondje et al., 2007).

Controle bioldgico da moniliase-do-cacaueiro

Outra doenga importante ¢ a moniliase-do-cacaueiro. A doenca ¢ causada por M. roreri,
ainda ndo ocorre no Brasil, entretanto, representa uma das pragas com alto risco de ser intro-
duzida nas areas de producio na regido Amazonica, tendo em vista que, a doenca ocorre em
diversos paises limitrofes do Brasil. No Peru, as espécies T theobromicola e T paucisporum
foram descritas como micoparasitas de M. roreri e endofiticas em cacaueiro (Samuels et al.,
2006). No entanto, poucos estudos foram feitos para o desenvolvimento de produtos for-
mulados a partir dessas espécies e 0 manejo da doenca se baseia exclusivamente em praticas
culturais e 0 uso de fungicidas.

Controle biologico do mal-do-facio

Doencas de menor importincia econémica como o mal-do-facio, causado por C.
cacaofunesta tem sido pouco estudadas quanto ao controle por espécies de Trichoderma.
Em um estudo preliminar, diferentes isolados de Trichoderma foram capazes de inibir a
germinagio de esporos ¢ o crescimento micelial de C. cacaofunesta, mas nio se observou um
controle significativo quando testados em mudas de cacaueiro (Rodrigues et al., 2018).

Um dos desafios no controle do mal-do-facio € que o patégeno encontra-se colonizando
o interior dos tecidos da planta (Santos et al., 2013), onde aparentemente Trichoderma nio
apresenta a mesma velocidade de colonizacio do tecido doente. Desta forma, a alternativa
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seria o tratamento preventivo com isolados de Trichoderma, que possuem capacidade de indu-
¢ao de resisténcia de plantas, representando uma importante estratégia no controle da doenca,
devendo ser associada ao controle genético (Sanches et al., 2008), controle quimico e outras
praticas culturais (Ram et al., 2004).

Consideracoes finais

Os fungos do género Trichoderma sio geralmente encontrados em madeira em
decomposicdo e em solos. Este género dentre os agentes de controle biologico é o mais utili-
zado atualmente, controlando um amplo espectro de doencas de plantas, mas na cultura do
cacaureiro, a adogdo se restringe apenas ao controle da vassoura-de-bruxa.

T stromaticum € a espécie com maior potencial para o controle da vassoura-de-bruxa,
tanto por sua especificidade ao patdgeno, bem como, por sua capacidade de colonizagio
endofitica. Adicionalmente, existe a disponibilidade do biofungicida Tricovab.

O Tricovab, biofungicida desenvolvido pela CEPLAC possui atualmente registro no Mi-
nistério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Devido a importincia econdmica da doen-
¢a, a producio do biofungicida ainda nio consegue atender a demanda pelo produtor rural.
Desta forma, seria desejavel que a iniciativa privada ou cooperativa de produtores despertas-
sem interesse pelo setor. Alem da necessidade de investimentos em pesquisa para 0 manejo das
demais doengas que ocorrem na cultura do cacaueiro, como por exemplo, as mencionadas
anteriormente.
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em hortalicas
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Introducio

A olericultura no Brasil hoje & uma atividade de grande importancia social, econémica,
industrial e alimentar. De maneira geral, a producio de hortaligas esta concentrada na agri-
cultura familiar, no entanto o setor vem crescendo e expandindo a produgio por todos os
estados do Brasil.

A produgio de hortaligas enfrenta varios desafios, como a mo de obra intensiva, a alta
demanda por hortalicas frescas, dependentes de condicdes controladas de armazenamento e
a grande variedade de produtos que o setor varejista precisa oferecer todos os dias. Sendo que
grande parte destes produtos sio altamente pereciveis, onde a melhor qualidade pode estar re-
lacionada a0 momento da colheita e condigdes de cultivo. Dessa forma, o manejo empregado
para o controle de pragas e doencas ¢ fundamental para a obtencio de produtos de qualidade.

Além dos desafios ja citados, inerentes a mio de obra e a comercializagio, a produgio de
culturas horticolas esta sujeita a infecgio por fungos, bactérias, virus e nematoides, os quais,
podem reduzir significativamente o rendimento e a qualidade destes produtos. Atualmente o
controle destas doencas ¢ realizado basicamente através da utilizagio de produtos quimicos,
1o entanto, € crescente no cenario atual a procura por alimentos livres de agroquimicos, o
que de certa forma é ainda mais acentuado para o setor de hortalicas, visto que sio produtos
consumidos in natura. Neste contexto a ascensdo do mercado de produtos naturais e organi-
cos segue uma tendéncia mundial de aumento da demanda por produtos livres de quimicos
persistentes no meio ambiente, que consequentemente podem causar graves consequéncias
para a saude humana e para os ecossistemas naturais (Dias et al., 2015).
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Como consequéncia da alta demanda por produtos orgdnicos, a utilizagio de
produtos bioldgicos para o controle de patogenos € crescente no cenario atual, o que tem
impulsionado a pesquisa por microrganismos agentes de controle biologico. As espécies de
Trichoderma sio as mais estudadas e utilizadas para o manejo de fitopatogenos, isso ocorre
por muitos motivos, dentre eles & importante citar a facilidade com que estes fungos sio
encontrados e 1solados do ambiente, e além disso, devido a facilidade de cultivo 1n vitro,
pols apresentarem crescimento rapido em um grande niimero de substratos, o que facilita os
estudos e a produgio em grande escala (Papavizas et al., 1982). Vale ressaltar ainda a ampla
variedade de mecanismos de acdo, caracteristica essa que o torna tio eficiente no controle de
uma grande diversidade de microrganismos fitopatogénicos. Espécies de Trichoderma spp.
sdo capazes de controlar fitopatogenos por meio de competicio por espago e nutrientes,
micoparasitismo, antibiose, indugio de resisténcia em plantas a patogenos, promocio de
crescimento de plantas e micoparasitismo de estruturas de resisténcia, que em geral sio
dificeis de serem destruidos (Melo, 1998; Machado et al., 2012).

Varios produtos a base de Trichoderma spp. sio comercializados no Brasil classificados
como fungicidas microbiologicos, os quais, vem sendo muito utilizados no cultivo de
hortalicas em sistema organico e convencional, principalmente para o manejo de patogenos
habitantes de solo. Dessa forma esse capitulo ira abordar o uso de Trichoderma spp. no
cultivo de hortaligas de frutos, folhosas e tuberosas no Brasil e no mundo.

Hortalicas de frutos

Trichoderma spp. ja foram estudados como agentes de controle biologico empregados
no manejo de doengas de inimeras culturas. Os produtos comerciais desenvolvidos a partir
de isolados de Trichoderma spp. sio utilizados no cultivo convencional em conjunto com
produtos quimicos, ou ainda, como alternativa para o controle de doengas no sistema
orgnico de produgio (Figura 1).

Varias doengas sio responsaveis por limitar a producio das hortalicas de frutos, sendo
de origem bacteriana, fungica, virotica ou ainda aquelas causadas por nematoides. No en-
tanto, um importante grupo de patdgenos para estas culturas sio os patgenos habitantes
de solo, como Rhizoctonia solani, Phytophthora spp., Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
spp., Pythium spp. entre outros, os quais, causam graves perdas de producio em muitos
cultivos. Apesar da grande diversidade, esses patogenos compartilham algumas caracteristi-
cas basicas, dentre elas a forma de infecgio, que ocorre através de 6rgios subterrineos, mas
também podem alcancar as partes superiores da planta (Katan, 2017).

Dentre as doengas causadas por patdgenos habitantes de solo, 0 mofo branco causado
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ uma das doengas de plantas mais importantes das
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Fotos: Acervo CAPA

Figura 1. Cultivo de tomate comercial orginico em sistema protegido, plantas com aplicacio de
produto formulado & base de Trichoderma harzianum no municipio de Veré - PR.

culturas olericolas (Reis et al., 2018). Na cultura do tomateiro ¢ uma das doengas de maior
poder destrutivo quando cultivado sob pivd central (Lopes; Avila, 2005). Em estudo realizado
no estado de Goias, testando a aplicacio de trés isolados de Trichoderma spp. (dois isolados
de T harzianum e um de T viride) e fungicidas quimicos (fluazinam 1,0 L ha' e procimidona
1,5 kg ha') aplicados através da irrigagio por gotejamento em tomateiro para o manejo do
mofo branco, os fungicidas nio controlaram a doenga, enquanto que os agentes de controle
biologico reduziram a incidéncia em cerca de 80%, podendo ser uma ferramenta importante
no manejo integrado da doenga (De Aguiar et al., 2014).

Outra doenca importante causada por patogeno habitante de solo é a murcha-de-fusario
causada pelo fungo Fusarium oxysporum . sp. Iycopersici, a qual, consiste em um dos princi-
pais problemas fitossanitarios da cultura do tomateiro (Lopes; Avila, 2005). Este fungo infecta
as plantas pelas raizes e coloniza o sistema vascular, estas caracteristicas tornam essa doenca
uma enfermidade de dificil controle. Fungos do género Trichoderma spp. tém sido estudados
como potenciais agentes para o biocontrole da murcha-de-fusario, com trabalhos em laboraté-
rio, casa de vegetacio e a campo (Li et al. 2017; Ethur et al., 2008).

O tratamento de sementes pode ser uma opgio para o controle de patdgenos habitantes
de solo. Ethur et al, (2008) realizou o tratamento de sementes de tomateiro para o controle
da murcha-de-fusario com um isolado de T harzianum e com o fungicida thiram, e observou
que o tratamento com o agente de controle bioldgico de forma isolada proporcionou um
controle de 56%, enquanto que o fungicida controlou apenas 15% da doenga, além disso, o
tratamento com T, harzianum apresentou menor porcentagem de plintulas anormais e maior
desenvolvimento de radicula. No estudo realizado por Li et al, (2017) foram isoladas diferentes
espécies de Trichoderma spp. e testadas quanto a sua capacidade antagonica a E oxysporum f.
sp. lycopersici, se destacando o isolado T. asperellum como capaz de diminuir a severidade da
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doenca em 69,5%.

A fusariose ou murcha-do-pepineiro, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum, é uma das principais doengas em pepineiro cultivado a campo e em ambiente
protegido, onde é ainda mais comum e agressiva (Blancard et al., 1996; Zambolim et al., 2000).
Ethur et al. (2012) testaram diferentes isolados de T asperellum para o controle da fusariose
através do tratamento de sementes, onde houve ate 46% de controle da doenca, enquanto
que o tratamento com o fungicida thiram controlou a doenca em apenas 28%. Outra doenca
em pepineiro causada por patogeno habitante de solo é o tombamento de plantulas causado
por Rhizoctonia solani AG4-AH1, para o controle deste patogeno observou-se eficiéncia de
produtos bioldgicos comerciais no controle do tombamento de plantulas em trés cultivares na
regido sudoeste do Parand, e constatou-se que para todas os tratamentos com T, harzianum as
plantulas se igualaram a testemunha sem patdgeno, tendo em vista que na testemunha com
patbgeno ocorreu tombamento pré-cmergéncia e as plantulas que emergiram tombaram em
até 12 dias, ndo restando plantas sobreviventes ao final do experimento (Figura 2).

Fotos: Acervo pessoal dos autores.

NS
o e

A = S

Figura 2. A) Testemunha sem tratamento, com sintoma de tombamento de plantulas em pré e pos--
mergéncia em solo infestado com R. solant. B) Solo infestado com R. solani e tratado com produto a
base de T harzianum formulagio p6 molhavel. C) Solo infestado com R. solani e tratado com produto
a base de Trichoderma harzianum formulacio liquida.

Trichoderma spp. também podem ser empregados no controle de doencas de parte aérea.
Em tomateiro, os fungos T harzianum e Gliocladium viride foram testados para o controle do
mofo-cinzento causado por Botritys cinerea e constatou-se que os isolados foram eficazes em
cultivo protegido, por meio de aplicacdes foliares semanais (Lisboa et al.,, 2007). Ainda para a
mesma doenca Elad (2000), testou a eficiéncia de um isolado de T harzianum e observou que
a incidéncia alcancou altos indices nas plantas utilizadas como controle, no entanto, com a
aplicacio de T harzianum a incidéncia foi reduzida em até 77%.

Para doencas em parte aérea, estudos estdo avangando em resultados com a indugio de
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resisténcia. A atividade de peroxidase em plantas de meldo foi aumentada em sete vezes oito
horas apos o tratamento com celulase obtido de T Jongibrachiatum, e se estendeu até 120 ho-
ras ap0s o tratamento, da mesma forma, a atividade da enzima quitinase foi ativada apos seis
horas do tratamento, tendo o pico maximo em 48 e 72 horas apos o tratamento das plantas
de melio (Martinez et al., 2001).

Resultados experimentais revelaram que o tratamento de sementes de tomateiro com es-
poros de T asperellum aumentou a atividade enzimatica de fenilalanina aménia-liase em
57,19%, peroxidade em 105,1% e polifenoloxidase em 21,75% em plantas tratadas em relagio
a0 controle, alem disso, cortes de hastes com coloracio histoquimica mostraram aumento
da deposicio de lignina em plantas tratadas (Singh et al., 2016). Em estudo realizado por
Chowdappa et al., (2013) observaram que T harzianum inibiu o crescimento micelial de
Alternaria solani e Phytophthora infestans, bem como promoveu o aumento significativo
do crescimento de raizes e brotagdes, area foliar e indice de vigor de plantulas em tomateiro.
Em relagdo a inducio de resisténcia, os mesmos autores verificaram que houve incremento de
acido indolacético em 54,34% e de acido giberélico em 67,59% em plantas inoculadas com T
harzianum, em comparagio com controles nio inoculados, além disso, as enzimas polifenol
oxidase, peroxidase e superoxido dismutase aumentaram a atividade em 67,77%, 59,93% e
46,69%, respectivamente.

Em estudo realizado por You et al. (2016) 28 isolados de Trichoderma spp. foram testados
quanto ao potencial de biocontrole sobre B. cinerea e promogio da germinagio de semen-
tes de tomateiro, os autores observaram que os isolados de T harzianum e T koningiopsis
promoveram o crescimento de plantas de tomate, através da producio de giberelinas e acido
indol-3-acético, e induziram resisténcia sistémica contra B. cinerea. Além disso, os mesmos
autores verificaram que os isolados de T harzianum suprimiram a esporulacio de B. cinerea
em média em 63%.

O aumento nos niveis de acido indolacético e de acido giberelico sio alguns dos princi-
pais mecanismos com os quais os agentes de biocontrole promovem crescimento de brotos,
raizes e rea foliar em plantas de tomateiro (Chowdappa et al., 2013). Acredita-se que esses
horménios estimulem a captagio de mais nutrientes no solo traduzem os sinais entre os
61gaos vegetals e os integram para produzir respostas de defesa adequadas, a estresses bioticos
ou abidticos (Ghanashyam; Jain, 2009).

A espécie T asperellum ja foi identificada como capaz de promover o crescimento de
plantulas aumentando significativamente a massa seca em 28,6%, de solubilizar Ca, (PO,) , e
produzir sideroforos (Li et al., 2017). Em outro estudo, foi observado aumento nos pardmetros
vegetativos em plantas tratadas com T asperellum em relagdo 4 planta ndo tratada apds 60
dias, houve aumento de 50 e 83,7% do comprimento da parte aérea e comprimento da raiz ob-
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servados nas plantas tratadas em comparagio com as plantas controle, assim como, 0 aumento
do teor total de clorofila (Patel; Saraf, 2017). Em estudo realizado por Fontenelle et al. (2011)
avaliando a capacidade de 28 1solados de Trichoderma spp. em promover o crescimento de
plantas de tomate, observou-se que doze isolados promoveram o aumento da massa de matéria
seca da planta acima de 100%.

O agente de biocontrole T harzianum foi testado quanto a capacidade de promogio
de crescimento em plantas de pepino no solo e sob condigdes de crescimento hidropénico,
constatando aumento de 30% na emergéncia de plantulas apds 8 dias da semeadura. Ainda
no mesmo estudo, constatou-se que apos 28 dias, as plantas exibiram um aumento de 95 e
75% na 4rea e comprimento da raiz, respectivamente, e um aumento de 80% na massa seca,
o incremento de 45% no comprimento da parte aérea (Yedidia et al,, 2001). Sementes de
diferentes culturas de hortalicas de frutos foram tratadas com diferentes concentracdes de
esporos de T. asperellum e resultou em aumento da massa fresca foi de 29,69% em tomate,
67,06% em berinjela, 88,18% em pimenta e 67,83% em quiabo (Singh et al., 2016).

Alguns isolados de Trichoderma spp. podem penetrar as raizes das plantas e viver como
microrganismos endofiticos (Kleifeld; Chet, 1992). Além disso, isolados de Trichoderma spp.
foram relatados como capazes de produzir compostos bioestimulantes, semelhantes a hor-
monios, que podem aumentar a absorcio de nutrientes pelas plantas (Harman, 2006; Lopez-
Mondejar et al,, 2011). Dessa forma, a aplicagio de microrganismos benéficos em sementes
para a produgio de mudas pode promover o estabelecimento rapido apds o transplantio para
alcancar melhores rendimentos (Colla et al., 2015). Avaliando o efeito bioestimulante de T2
atroviride em hortalicas, constatou que o isolado foi capaz de produzir sider6foros e compos-
tos do tipo auxina sob uma ampla gama de condi¢des de pH do substrato (5,5-8,0), além disso
observou-se que houve um aumento de massa seca de raiz, indice de clorofila e fluorescéncia
de clorofila em alface, tomate e abobrinha (Colla et al., 2015). Em condicdes de casa de vegeta-
¢do, a massa seca da parte aérea foi significativamente aumentada em 167%, 56%, 115%, 68%
e 580 em alface, melio, pimentio, tomate e abobrinha, respectivamente, o que foi associado
a0 aumento no nivel de absorgdo dos nutrientes P, Mg, Fe, Zn e B (Colla et al., 2015).

Da mesma forma, os agentes de biocontrole podem auxiliar na adaptagio de plantas em
condicdes de estresse, alterando alguns processos metabdlicos, como na tolerdncia ao estresse
causado pelo frio (Chepsergon et al., 2016) ou pela salinidade (Gal-Hemed et al, 2011). Algu-
mas linhagens de Trichoderma spp. colonizam as raizes das plantas e sio capazes de induzir
mudancas significativas na expressio génica, o que pode levar a um aumento no crescimento
vegetativo, também em condicdes de estresses bidticos e abioticos (Ghorbanpour et al., 2018).

A maioria das cultivares de tomate sio consideradas plantas sensiveis ao frio, o que torna
o cultivo restrito a regides de clima ameno. Em estudo realizado no Ird o fungo T’ harzianum
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for aplicado em plantas, as quais, foram testadas quanto 4 tolerdncia ao frio, os resultados
obtidos indicam que os tratamentos reduziram os efeitos adversos causados pelo estresse,
onde plantas colonizadas por T harzianum exibiram niveis menores de extravasamento de
eletrolitos, o que sugere que o fungo protege as membranas através da indugio da produgio
de prolina que teve maior produgio em plantas tratadas com T harzianum (Ghorbanpour et
al,, 2018). Este fato ¢ confirmado por estudos protedmicos e transcriptomicos que revelam
que ocorrem alteragdes moleculares em decorréncia da interacio de plantas com metabolitos
de Trichoderma (Marra et al., 2006) e / ou colonizagio de raizes (Shoresh; Harman 2008).

Estudos realizados na regido do Mediterraneo buscando agentes de controle biologico
halotolerantes, identificou isolados de Trichoderma spp. com grande potencial de inducio de
resisténcia a Pseudomonas syringae pv. lachrimans em plantulas de pepino (Gal-Hemed et al.,
2011). Alem disso, os autores selecionaram 29 cepas de isolados de Trichoderma pertencentes
as especies T atroviride, T harzianum e T asperelloides com potencial para utilizagio como
agentes de controle biologico em regides aridas irrigadas (Gal-Hemed et al., 2011).

Hortaligas folhosas

A alface (Lactuca sativa L) € a hortaliga folhosa de maior consumo no pais (Resende et al.,
2018). Essa cultura, assim como as demais ¢ alvo de uma grande variedade de fitopatogenos,
dentre eles os patogenos habitantes de solo sio responsaveis por grandes reducdes na produ-
tividade. Dessa forma, a introducio de produtos a base de Trichoderma spp. no manejo dessa
cultura, tem grande potencial no controle dessas doencas, tendo em vista, a sua habilidade
de desenvolvimento no solo e facil estabilizacio no ambiente. Dias et al., (2013) testaram em
condicdes de casa de vegetacio a capacidade de 10 isolados de Trichoderma spp. no controle
de R. solani em alface, onde o isolado T-03 (10° conidios.mL") se equiparou  testemunha
ndo inoculada com o patégeno e em comparacio com a testemunha inoculada observou-se
reducio da incidéncia do tombamento de plantulas de 86,3%.

O fungo Sclerotinea sclerotiorum também € um patogeno habitante de solo importante
para esta cultura. Foi constatado que a presenca de S. sclerotiorum no substrato utilizado para
a producio de mudas diminui significativamente a porcentagem de germinacio de sementes
de alface, porém a aplicagio de T asperellum e T harzianum no solo reduz esse efeito, alem
disso, é capaz de promover ganhos de comprimento da parte aérea nas plantulas de alface de
até 1,16 cm ou 34% (Silva et al,, 2015).

Isolados fungicos de T hamatum, T virense T rossicum foram avaliados quanto a capa-
cidade de suprimir o mofo-branco causado por . sclerotiorum, através da incorporagio de
suspensdes de esporos em substrato de plantio, os isolados T hamatum e T virens reduziram
a doenca em 30 e 50% sob alta pressdo de doenga (Rabeendran et al., 2006). Ainda no mesmo
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estudo, em experimentos a campo, o mofo-branco nas parcelas nio tratadas chegou a 77% de
plantas infectadas na colheita, e nas parcelas tratadas com T hamatum houve uma reducio na
incidéncia da doenga de 92% (Rabeendran et al., 2006).

Além de fungos habitantes de solo, a cultura da alface é muito sensivel aos nematoides,
que podem causar grandes prejuizos a cultura. Entretanto, a aplicacio de produtos bioldgicos
via solo, como por exemplo produtos com formulagio a base de Trichoderma spp. vém apre-
sentando excelentes resultados (Figura 3).

Fotos: Jaime Maia dos Santos.

Figura 3. Raizes de alface infectadas com o nematoide de galha (Meloidogyne spp.). As duas plantas a
esquerda foram tratadas com Trichoderma spp. e a direita ndo possuem tratamento.

Os efeitos benéficos exercidos por estes microrganismos dependem dentre outros aspectos,
do seu estabelecimento no ambiente e capacidade de se adaptar as novas condigdes e também da
densidade de inoculo sobrevivente apos a aplicagio. Apos a adicio de isolados de T atroviride
e T harzianum ao solo, no manejo da cultura da alface, constatou-se através de multiplex-PCR
e testes convencionais de plaqueamento de amostras de solo e posterior contagem de col6nias
que estes isolados persistem no solo por até dois anos, com quantidade estimada de 10° UFC
g de solo™ a 10° UFC g de solo" (Oskiera et al., 2017). No estudo realizado por Smolinska et
al. (2014), testando residuos e subprodutos agroindustriais organicos a base de bagago de maci
e morango, cebola seca e farinha de canola como substrato para T harzianum, constataram
que a mistura de residuos orgdnicos facilitou o armazenamento e as aplicagdes do antagonista,
promoveram o crescimento de plantulas de salsinha em 3780, além de aumentar a populagio
microbiana do solo e facilitar a adaptagio de T harzianum no solo.
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Também ¢é importante mencionar o cultivo de hortalicas em sistema hidroponico, o qual
tem-se difundido em todo o Brasil, principalmente para a cultura de alface. No entanto,
muitos patogenos podem ser disseminados facilmente atraves da solugdo nutritiva, dentre
eles os fungos do género Pythium spp. Pringsheim, tem merecido atencio por grandes perdas
na produtividade (Owen-Going et al., 2003; Sutton et al., 2006). A eficiéncia de um produto
comercial a base de Trichoderma sp. no controle de P. aphanidermatum em cultivo hidropé-
nico de alface foi comprovada, observou-se que nos tratamentos com o produto as plantas
apresentaram aumento de mais de 400% no comprimento das radiculas e de 61% no niimero
de plantulas sobreviventes, indicando reducio da doenca.

As cruciferas também representam um grupo importante dentro das hortaligas folhosas.
A hérnia das cruciferas causada pelo patogeno Plasmodiophora brassicae é uma das principais
limitagdes para a producio de repolho. Por este motivo, um estudo realizado na Colombia
objetivou explorar o efeito de T koningiopsis (como o produto formulado em po) sobre a
doenga e o crescimento de plantas de repolho cultivadas em campo com histérico da doenca.
Observou-se que as parcalas tratadas com T koningiopsis apresentaram menor incidéncia e se-
veridade da doenca e a maior materia seca de plantas (Botero et al., 2015). Bactérias também sio
responsaveis pela reducio na produtividade de brassicas, como é o caso da bactéra gran negativa
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum que causa a doenca conhecida como podri-
ddo-mole. Os fungos do género Trichoderma spp. também ja foram estudados para o controle
dessa doenga, no entanto, a acdo antibacteriana nio esta totalmente elucidada. Sabe-se que tais
fungos sio capazes de produzir substancias antimicrobianas, as quais podem atuar diretamente
sobre os microrganismos e também sobre as plantas, induzindo respostas de defesa.

Trichokonins sio substancias produzidas por Trichoderma spp., as quais, desempenham
um papel fundamental no controle de doengas de plantas (Li et al,, 2014). Estas substancias
foram testadas quanto a capacidade de controlar a podridio-mole do repolho chinés, onde
constatou-se que o composto Trichokonins aumentou a resisténcia das plantas contra a infec-
¢do por P. carotovorum subsp. carotovorum, no entanto, este composto nio inibiu o cresci-
mento do patgeno in vitro, mesmo em altas concentracdes. Entretanto, por meio de analises
bioquimicas constatou-se que este composto aumentou a produgio de espécies reativas de
oxigénio e das atividades das enzimas catalase, polifenoloxidase e peroxidase, indicando que
tais compostos induzem a resisténcia no repolho chinés contra a infec¢io por P. carotovorum
subsp. carotovorum (Li et al., 2014).

Hortaligas tuberosas
Da mesma forma como para as culturas citadas anteriormente, para as hortalicas tuberosas
a maior parte dos estudos utilizando Trichoderma spp. para o controle de doencas esta dire-
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clonada a0 manejo de patdgenos habitantes de solo. Dentre os patogenos mais importantes
para estas culturas, destacam-se Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii, F. oxysporum f. sp.
cepae e Pythium spp.

A podridio-branca causada pelo fungo §. cepivorum é uma das doencas mais importantes
e destrutivas das alidceas, em todas as regides de cultivo. Com o cultivo intensivo em areas con-
taminadas, as perdas devido 4 doenga podem chegar a 100%, tornando o local improprio para
o cultivo (Nunes; Kimati, 2004). O fungo Trichoderma spp. vem sendo utilizado no controle
de varias doencas de plantas de importincia agricola e apresenta-se como uma das melhores
alternativas para o controle da podriddo-branca, em cultivos de alho e cebola. Dilbo et al.,
2015 verificaram que a utilizagio Trichoderma spp. no manejo de S. cepivorum também tem
sido associada a fungicidas quimicos, onde os resultados revelam que a eficacia de fungicidas
Apron Star 42 WS e tebuconazole, quando testados isoladamente foi menor do que aqueles
tratados com Trichoderma spp. (T hamatum, T harzianum, T  oblongisporum e T viride) de
forma isolada, ou com os tratamentos combinados (Figura 4).

Fotos: Adaptado de Dilbo et al. (2015).

)

Figura 4. A) Efeito dos tratamentos com T viride e o patogeno S. cepivorum (a), o fungicida Apron
Star 42 WS e o patdgeno S. cepivorum (b) em comparagio com o controle absoluto (c) na gravidade da
doenca causada por Sclerotium cepivorum. B) Efeito do tratamento combinando o fungicida Apron
Star 42 WS, o patdgeno e os agentes de controle biologico T hamatum e T viride na severidade da
doenca causada por Sclerotium cepivorum.
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Ainda em relacio a0 mesmo patogeno, Clarkson et al. (2004) mostraram que os isolados
T viride e T pseudokoningii degradaram 80% dos esclerocios presentes em solo argiloso,
sendo uma importante caracteristica deste antagonista, tendo em vista, que as estruturas de
resisténcia sio importantes fontes de inoculo para a ocorréncia da doenga.

Outro patogeno do mesmo género ¢ o S. rolfsii, o qual € bastante agressivo, causa a po-
driddo-de-esclerocio em varias culturas de hortalicas, entre elas o alho (Allium sativum). Em
estudo realizado por Souza (2012), constatou-se que o tratamento com T harzianum diminuiu
o numero de plantas infectadas, aumentou a matéria seca de parte aérea e raiz em comparagio
com a testemunha, e também diminuiu o nimero de esclerocios produzidos por S. rolfsir.

O fungo habitante de solo E oxysporum f. sp. cepae causa a podridio-basal, também co-
nhecida como bico-branco ou fusariose. A podridio-basal ocorre em todo 0 mundo, sendo um
dos principais problemas da cultura da cebola durante a cura no campo e armazenamento (Pe-
reira et al.,, 2014; Galeano et al., 2014). Para o controle desta doenga sementes de cebola foram
tratadas com pd seco de T harzianum e com o fungicida prochloraz (1,35 mlkg" semente),
descrito como o mais eficaz para o controle da doenca, e constatou-se que o tratamento com o
agente de controle biologico reduziu a incidéncia em nivel comparavel ao fungicida, em casa
de vegetacio e a campo, e além disso, o tratamento com T, harzianum também aumentou o di-
imetro dos bulbos de cebola (Coskuntuna; Ozer, 2008). Para a cultura da cenoura a eficiéncia
da aplicacio de Trichoderma sp. ja foi comprovada também contra o patogeno Pythium spp.
Em experimentos a campo que testaram um tratamento quimico mefenoxam na dosagem
de 0,5 L ha' em duas aplicagdes, em comparacio com tratamento a base de T atroviride na
dosagem de 5 kg ha' aplicado na data da semeadura, o agente bioldgico foi eficaz impedindo
novas infecdes por Pythium sp. na cultura da cenoura.

S, sclerotiorum € patogénica a inimeras culturas, dentre elas a cultura da cenoura, onde a
doenca geralmente nio tem sintoma no campo sendo que os danos maiores ocorrem durante o
periodo de armazenamento (Kora et al., 2005). A aplicagdo de fungicidas quimicos e biologicos no
campo pode diminuir a gravidade da doenca durante o armazenamento, no entanto, pesquisado-
res tém sido motivados a buscar alternativas de controle que diminuam o nimero de aplicagdes e
consequentemente os custos de produgdo. Ojaghian et al., (2018) introduziram o gene Chit42 de T.
harzianum em plantas de cenoura, este gene € responsavel pela produgio da enzima quitinase que
degrada a quitina presente na parede celular dos fungos. Através da inser¢do deste gene, a severida-
de da doenga foi diminuida em 78% apos trés e seis dias e em 81% apos 12 dias (Ojaghian et al,,
2018). Este estudo demonstra que além dos métodos tradicionais de controle biologico ja citados
com a utilizagio de Trichoderma spp., este fungo apresenta grande potencial para ser utilizado no
melhoramento genético de plantas, onde o uso de plantas resistentes ou moderadamente resisten-
tes ¢ uma ferramenta importante para o manejo integrado de doencas em hortalicas.
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E importante citar ainda, que resultados promissores tém sido alcancados com a associa-
¢do entre espécies de Trichoderma spp. e substratos orgdnicos, que podem facilitar o estabe-
lecimento do fungo no ambiente e além disso, pode servir como fonte de nutriente para as
plantas. Os fungos T harzianum, T flavus e T asperellum foram testados em associagio a
turfa e farelo de arroz para avaliar o seu efeito sobre o tombamento de plantulas de beterraba
causado por R. solani, promovendo o aumento de até 204% no niimero de plantulas sem sin-
toma (Kakvan et al., 2013). Ainda neste sentido, para o controle do tombamento de plantulas
de beterraba causado por R. solani, um produto comercial a base do fungo T harzianum foi
testado em associagio a biofumigacio com po e extrato de canola, sendo constatado que a
associagdo aumenta o controle da doenca, reduz a concentracio de inoculo do patogeno no
solo e aumenta a atividade microbiana do solo, em casa de vegetagio e a campo (Figura 5).

Fotos: Acervo pessoal dos autores.

Figura 5. Plintulas de beterraba de um experimento com solo biofumigado com extrato de canola a
12% sem (A) e com (B) Trichoderma harzianum.

Consideracoes finais

A constante evolugio na preocupagio com as formas de cultivo, as consequéncias com o
meio ambiente, com a saude humana e a ineficiéncia dos produtos quimicos tradicionais sio
as principais motivacdes para o uso de produtos biologicos e para pesquisas por novos agentes
de controle biologico. Em relagdo a utilizagdo pratica destes produtos, cabe aos extensionistas
e profissionais da 4rea técnica entenderem a importancia e a eficiéncia destes produtos e
levar esse conhecimento até os produtores de hortalicas. No entanto, apesar de termos no
mercado varios produtos registrados a base de Trichoderma spp. ainda existe uma grande lista
de patdgenos que pode ser estudada. Adicionalmente, para as principais culturas horticolas é
necessario que novas pesquisas sejam realizadas em condicdes de campo.
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Uso do Trichoderma
na cultura da maca

Rosa Maria Valdebenito Sanhueza

Vinicius Adio Bartnicki

A cultura da macieira (Malus domestica. Bork) € suscetivel ao ataque de muitos patogenos
nas diversas fases da sua producio, tanto na parte aérea, no sistema radicular e nos frutos.
Nos frutos a suscetibilidade pode ocorrer antes da colheita, durante o processo de formagio
dos frutos, e no pos colheita, durante o beneficiamento, armazenamento, transporte e comer-
cializagdo.

As doencas podem ser causadas por uma variedade de patdgenos que podem ser beneficia-
dos ou dependerem da presenga de ferimentos naturais, ou de ferimentos produzidos durante
o manejo dos pomares, ou ainda por organismos que tém infeccio direta na planta. Alguns
desses patogenos infectam as plantas, podendo os sintomas ser evidenciadas ainda no campo,
¢ em outras situagdes, onde causam infeccdes que permanecem quiescentes e os sintomas se
manifestam nos orgios afetados apos um longo perfodo.

Nas abordagens e taticas de controle se incluem praticas culturais e de controle quimico,
no entanto, na ultima década, vém aumentando a incorporagio de insumos alternativos ao
manejo das doencas nas areas de producio de magis.

O controle bioldgico de fitopatdgenos associados as doencas da macieira, com uso de
estirpes de Trichoderma, tem sido relatado com o objetivo de privilegiar as caracteristicas deste
grupo de fungo de possuirem crescimento rapido e esporulagio abundante, fatores importan-
tes para ocupagio previa dos sitios de infecgdo e colonizacio dos patogenos. Esta forma de
utilizacio das estirpes de Trichoderma se complementa com a produgio de metabolitos, e o
micoparasitismo o que contribuirio para a reducio do indculo inicial dos patogenos.
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Os primeiros trabalhos de controle biologico de fitopatogenos na cultura da macieira fo-
ram desenvolvidos na década de 70, sendo estudado a colonizagdo por estirpes de Trichoderma
para o controle preventivo de fitotopatdgenos que colonizavam as flores, e que penetravam
por ferimentos nos frutos. Posteriormente, nos anos 80, houve grande aumento de trabalhos
de pesquisa de controle de fungos de solo que causavam danos no sistema radicular e no tron-
co de macieira, e de uso das estirpes antagbnicas em associagio a outros métodos de controle,
principalmente, métodos fisicos e quimicos.

Nos ultimos anos, ocorreu uma evolugio considerando o uso de Trichoderma como agen-
te de biocontrole em diversos patologias na cultura da macieira (Batta, 2004; Bordbar et al,,
2010, Quaglia et al., 2011, Gonzalez-Estrada et al, 2018).

Trichoderma para controle de patogenos de magis em pos-colheita

Diversas espécies de Trichoderma sio citadas pela sua eficiéncia no controle de patdgenos
em varias frutas. Dentre elas sdo citadas os patossistemas morango versus Botrytis cinerea,
citros versus Penicillium italicum, quivi versus B. cinerea), banana versus Colletotrichum
musae, goiaba versus Rhizopus spp. Os mecanismos de agdo associados ao controle desses
fungos incluem competigio, antibiose, micoparasitismo, acio de enzimas liticas e a indugio
dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Gonzalez-Estrada et al., 2018).

A eficiéncia de Trichoderma no controle dos fungos que causam podriddes de magds
pode ser melhorado quando associado diferentes estirpes, e/ou quando se integra o agente
biocontrole com outros métodos de controle, tais como com uso de produtos alternativos e o
uso de técnicas de encapsulamento em biopolimeros como, por exemplo, o uso de quitosana
juntamente com métodos fisicos (Batta, 2004).

A podridio-calicinar de macis ¢ causada pela infeccio B. cinerea, ocorre no inicio da
primavera sob condicdes de baixa temperatura, nos primeiros estadios da formacio dos frutos.
Neste caso, Tronsmo; Raa (1977) demostraram que a pulverizando flores de macieira com
conidios de T pseudokoningii previamente a inoculago artificial de B. cinerea, propiciaram
a redugdo da podridio das macis. Estudos feitos com inoculagio natural, porém, nio confir-
maram os resultados e os autores atribuiram o insucesso a pouca tolerincia do antagonista
baixa temperatura, condigio frequente durante a infeccio no periodo da floracio das macier-
ras. Segundo os autores, 0 baixo controle seria causado porque o isolado de T pseudokoningii
ndo desenvolve em temperatura abaixo de 9 °C e a temperatura minima dos ciclo de avaliagio
for de 7,7 °C, condigio desfavoravel para o agente de controle biologico e ainda favoravel para
a ocorréncia da infeccio causada por B. cinerea.

Outros resultados sobre o controle eficiente de B. cinerea em magds, tanto em campo
como em camara fria, foram obtidos por Tronsmo; Dennis (1977) por meio de pulverizacio



Uso do Trichoderma na cultura da magi 473

das macieiras na floracio com isolados de T. harzianum e de T viride e com inoculo natural.
Neste caso, o controle biologico apresentou eficiéncia similar de controle que o obtido pelo
fungicida diclofluanid, padrio em uso pelos produtores de magas. Contudo, em outras regides
produtoras este tipo de controle teve eficiéncia variavel ou no houve controle.

Em relatos posteriores, Tronsmo; Ystaas (1980) visando o controle bioldgico de B. cinerea
na macieira usaram um isolado de Trichoderma harzianum tolerante a baixa temperatura,
viabilizando desta forma, a colonizacio das flores e dos frutos, favorecendo a competicio
com 0 patogeno.

Outra abordagem de controle foi a associagio de um isolado de T harzianum resistente
a fungicida, juntamente com o fungicida. O fungicida vinclozolin em uma dose menor foi
pulverizado em plantas de macieiras visando obter a redugio significativa dos danos causados
por esta doenca. O mecanismo de acio do agente de biocontrole foi de competicio por sitio
de colonizagio (Tronsmo, 1991).

A utilizacio de diferentes isolados de Trichoderma no controle dos principais fitopato-
genos associados as podrides de macis em pos-colheita for avaliado e obteve-se resultados
promissores. Durante o armazenamento das macis, no transporte e comercializagio os pa-
togenos que causam maiores danos sio Penicilium expansum agente causal do mofo-azul;
Botrytis cinerea agente causal do mofo-cinzento e Neofabraea sp. agente causal da podridio
-olho-de-boi (Wilson; Ogawa, 1979). O fungo P, expansum pode crescer, esporular e infectar a
fruta nas cimaras frias (0 °C) sem luz e, somente inicia a infecgio por ferimentos ou tecidos
danificados. Ja os dois ltimos patogenos podem infectar magis com ou sem ferimentos no
campo, apresentar infecgdo latente e a podriddo dos frutos ocorrer nas cimaras frias. Estes
dois patogenos ndo esporulam nas condigdes de frigorificagio das magis. Contudo, B. cinerea
consegue também infectar outros frutos proximos ao inicialmente colonizado, formando as
vezes ‘ninhos’ de magis com mofo-cinzento.

Trabalhos relativos ao controle das podriddes de frutos de magds com tratamento com
Trichoderma, apds da colheita, foram relatados por Batta (2004). Os ensaios visaram o controle
de B. cinerea em magis da cultivar Golden Delicious, e para isso desenvolveram e avaliaram uma
formulagdo de emulsio oleosa (agua/dleo) com conidios de Trichoderma harzianum, cepa Th2,
tratando a fruta com ou sem ferimentos. Os resultados mostraram que, na avaliagio conduzida
na temperatura de 20 °C, o produto diminuiu preventivamente a severidade do mofo-cinzento e
este efeito se manteve durante 16 dias. O antagonista ndo apresentou efeito curativo, mas exerceu
efeito erradicante pela diminuicio da producio de conidios dos patogeno nas lesoes.

O controle preventivo de Penicillium expansum em magas foi avaliado por Quaglia et al.
(2011), comparando isolados de diversas espécies de Trichoderma. Os resultados de controle
do mofo-azulado foram de 70,6%, 70,6%, 71,8% e 59,3% para os isolados T atroviride cepa
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P1, T harzianum cepa T22, T harzianum cepa T67, T reesei cepa T34, Trichoderma spp. cepa
8009, respectivamente. Demonstrando existir variagio de eficacia de controle de P, expansum
entre os isolados avaliados.

Na podridio-olho-de-boi o controle do patdgeno em pos colheita mostrou ser eficaz so-
mente quando foram utilizados isolados antagonistas de T harzianum tolerantes ao frio e
utilizados em pulverizacio das macieiras em pré-colheita das frutas. Verificou-se que a reducio
obtida com esse tratamento foi de 75% a 91% dessa podridio em uma cultivar de elevada
suscetibilidade (Hjeljord; Tronsmo, 1998).

O antagonismo de T virens ao P, expansum em magis foi efetivo e reduziu a severidade
da podridio mofo-azulado em 58,4%. Neste caso foi demostrado que os antagonistas aumen-
taram a atividade enzimatica da peroxidade, da catalase e da B-1,3-glucanase além de aumentar
a concentragio de compostos fenolicos. Nesta situacio o maximo deste efeito foi verificado
apos 4 a 6 dias. Estes resultados mostraram que um importante mecanismo de aco envolvido
no controle de P expansum pelos isolados de T virens é a ativacio dos mecanismos de defesa
da fruta (Bordbar et al., 2010).

Desta forma, os trabalhos conduzidos para controle de patogenos de mags, demonstram
que para se obter sucesso no controle, os antagonistas devem ser capazes de se estabelecer e agir
nas mesmas condicdes que ocorre a infeccdo causada pelos patdgenos, e que os mecanismos
de agdo associados ao controle dos patgenos na fruta podem ser por competigio, antibiose
indugdo dos mecanismos de defesa.

Colonizagio de ferimentos nas plantas de macieira durante o procedimento de
poda dos ramos ou do tronco

A possibilidade de isolados de Trichoderma de pré<colonizar os ferimentos provocados
pela poda das plantas, visando evitar a colonizagio pelos patogenos, tém sido explorado em
culturas perenes.

O maior objetivo dos estudos de controle de patdogenos de ferimentos em fruteiras e outras
plantas tem sido o basidiomiceto Chondrostereum purpureum associado ao prateado das
fruteiras cujo principal sintoma é a colonizacio e a obstrucio do sistema vascular das plantas.

Trichoderma viride formulado como uma pasta para protegio de ferimentos da poda, foi
efetiva no controle de C. purpureum nas ameixeiras, no entanto, nio apresentou eficiéncia no
controle do prateado na macieira e no pessegueiro (Spiers; Brewster, 1997).

A avaliagio da protegdo de cortes de poda pela colonizacio com Trichoderma tambeém foi
avaliada na macieira para controle de Neonectria ditissima, patogeno responsavel pelo cancro
europeu das pomaceas. Nesta cultura Corke; Hunter (1979) obtiveram sucesso no controle do
patogeno com isolados de Trichoderma e relataram que nio houve coincidéncia na selecio de
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isolados 1n vitro e nas plantas de macieiras.

Os resultados apresentados, sugerem que para que haja a protecio de ferimentos das plan-
tas, deve haver uma adaptagio de 1solados antagonistas a cada espécie de hospedeiro, sendo
nesse sentido, a selegio in vivo uma ferramenta necessaria.

Podriddes de raizes da macieira

As podriddes de raizes da macieira sio constatadas em todas as regides produtoras de
magas e, no Brasil, em levantamento feito no Rio Grande do Sul, demonstrou-se que a perda
pode variar de 0,5 a 12% das plantas por ano (Valdebenito-Sanhueza et al., 1988). Nas prin-
cipais podriddes se incluem a podriddo-do-colo causada, principalmente, por Phythophthora
cactorum e a podridio-branca-das-raizes causada por Rosellinia necatrix. Os patogenos podem
infectar as mudas nos viveiros ou nos pomares ¢ o controle quimico ¢ dificil e de eficiéncia
variavel (Sharma et al,, 2014). As areas onde se retiraram plantas infectadas dificilmente sio
novamente ocupadas.

Podridao-branca-das-raizes

O patdgeno pode infectar mais de 170 espécies de plantas e é amplamente distribuida no
mundo. Regides com solos acidos e com alta percentagem de matéria organica favorecem o
desenvolvimento da doenca. (Agarwala; Sharma, 1971; Sousa et al.,1995). Para redugio dos
danos causados por esta doenca se recomendava o uso de Brometo de metila para controle do
patogeno no solo infectado para viabilizar o replantio e o uso de benzimidazois para protecio
das plantas. Devido os riscos que o uso deste produto tem para o homem e o ambiente, a
utilizagio ja foi proibida em diversos paises.

Nas alternativas de controle do patégeno no solo foram realizados estudos com estirpes
antagonicas de T, harzianum, associada a solarizagio do solo durante 3 meses em Israel (Szte-
jnberg et al., 1987) e de dois anos em Portugal (Sousa et al., 1993).

A obtencio no Brasil de mutantes de T viride, resistentes a0 benomil, bem como a associa-
¢do de T viride a bentonita sodica, em casa de vegetacio, para uso no controle de R. necatrix,
foram relatadas como alternativas promissoras ao brometo de metila para o controle desta
doenga (Valdebenito Sanhueza et al., 2002).

A dificuldade de controle do patogeno no solo, sugere a integracio do controle quimico e
0 biologico, bem como com outros métodos de controle.

Podridio-do-colo
Os sintomas podem estar localizadas na regido do colo, na insercio das raizes principais,
na raiz pivotante e, as vezes, no extremo distal das raizes. Nas podriddes iniciais observam-se
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tecidos amarelados a marrom-avermelhados, localizados no cortex das raizes. As lesdes avan-
¢adas sdo marrom-escuras, avermelhadas e imidas. Na regido afetada os tecidos sio facilmente
destacaveis com a mdo, desfiam-se e a epiderme apresenta-se separada dos tecidos internos. O
lenho das raizes apodrecidas permanece duro e escurecido.

A doenca ¢ causada por espécies de Phytophthora e nas mais frequentes se encontra P
cactorum. O patdgeno sobrevive na forma de odsporos ou micélio nos tecidos doentes, ou
ainda como 00sporos, no solo.

O controle é conseguido com desinfestagio do solo apds o arranquio das plantas doentes
e colonizagio do solo com Trichoderma. Em areas com alta incidéncia da doenca deve-se
promover o tratamento das plantas vizinhas ds mortas, com fungicidas sistémicos especificos,
como fosetil Al e metalaxil. Esses fungicidas somente sdo efetivos quando utilizados no inicio
dos sintomas. Existe a necessidade de uso do manejo integrado do controle biolégico e outros
métodos no manejo dessa doenca, o que pode reduzir as perdas e obter eficiéncia parcial das
praticas recomendadas. Bactérias e fungos foram avaliados quanto aos efeitos antagbnicos a
P, cactorum.

Os trabalhos de selegio de estirpes antagonicas a P, cactorum foram relatados na década
de 80 e inicialmente associaram avaliacdes de estirpes de diferentes espécies de Trichoderma
tanto 1n vitro como em casa de vegetacio.

Assim, Orlikowski; Schmidle (1985) relataram o sucesso do biocontrole de P, cactorum
com isolados de Trichoderma.

Smith et al., (1990) propuseram um método de selecio de antagonistas a P, cactorum em
plantulas de macieira. As plantulas foram cultivadas em substrato infestado com o patogeno
e tratado com cada candidato a antagonista. Os isolados selecionados para o trabalho foram
aqueles que conseguiram crescer a 10 °C pelo menos 20% mais do que os outros e incluiram
T virens e T harzianum, T koniingi, T hamatum e T viride. O teste foi avaliado aos 14 dias
com intervalos de 72h de irrigacdo. Apos esse periodo foi avaliado o peso e as lesdes presentes
no hipocétilo e nas raizes. Se verificou aumento de peso em comparagio com as plantulas
inoculadas e controle do patogeno com onze isolados que incluiram T virens.

Isolados de Trichoderma de varias regides, formam obtidos por Roiger; Jeffers (1991),
os quais fizeram a triagem de 223 1solados, para deteccio de antagonistas em plantulas de
macieira, incorporando os isolados na forma de suspensio de conidios ou desenvolvidos em
substrato organico. Os resultados mostraram que seis isolados utilizados em fermentagdo se-
mi-solida e cinco 1solados utilizados como suspensio de conidios aumentaram a sobrevivéncia
das plantulas. Entre os isolados avaliados, sobressairam os isolados TW.055 de T virens com
30 dias de sobrevivéncia, os isolados TW.105 e TW.189 de T koningii com 24 dias e TW.138 de
T harzianum com 22 dias, enquanto a testemunha sobreviveu 19 dias.
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No Brasil o objetivo do controle de P, cactorum com Trichoderma foi a selecio de an-
tagonistas in vitro para caracterizar a taxa de crescimento, de esporulacio e a deteccio de
micoparasitismo e antibiose. A seguir, foi realizada a triagem de isolados quanto ao antago-
nismo e controle de P, cactorum em vasos com solo inoculado com o patogeno e com cada
antagonista candidato. Apds a comparagio de métodos para producio massal, se optou pelo
uso de sementes de sorgo esterilizadas e colonizadas pelo antagonista T viride para assegurar a
colonizagio do solo nos dias apds o plantio das mudas (Valdebenito-Sanhueza, 1986). A seguir
os ensaios foram avaliados em solo com infestacio natural e artificial. A avaliacio da sobrevi-
véncia ou ndo do patogeno for determinada utilizando plantulas de macieiras. Embalagens de
polietileno contendo as sementes de sorgo inoculadas foram distribuidas aos produtores para
os novos plantios. (Valdebenito-Sanhueza, 1987).

Consideragoes finais

Trichoderma possui muitas vantagens como agente de controle biologico por ter cresci-
mento rapido, grande producio de conidios e uma grande quantidade de enzimas que sio
induzidas na presenca de fitopatdgenos, & micoparasita e ainda no solo, tem vantagens em re-
lacdo aos patogenos, no processo de competi¢io de nutrientes, interferindo desta forma nega-
tivamente no estabelecimento e multiplicagdo dos patogenos (Gonzalez-Estrada et al., c2019).

Outra vantagem deste género, por ser simbionte de plantas possui a caracteristica de bio-
estimulante, podendo promover o crescimento das plantas e estimular as defesas das mesmas
através de regulacio hormonal e a producio de muitos metabolitos secundarios (Guzman-
Guzman et al,, 2019).

Trichoderma & um agente de biocontrole com varios beneficios técnicos e ecologicamente
corretos para sua aplicagio no manejo de doencas em diferentes culturas (Gonzlez-Estrada et
al,, 2018). Nos ultimos tempos o potencial da utilizacio de Trichoderma vem sendo demons-
trado mais efetivamente, superando assim, os problemas de formulagio ou pelo desconheci-
mento técnico do potencial pelos agricultores.
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Introducio

O melio (Cucumis melo L.) ¢ uma olericola cultivada em varios estados do territorio
brasileiro. Devido as condicdes climaticas favoraveis, a regido Nordeste tem se destacado como
a maior produtora dessa cucurbitcea no pais, com 94% da producio nacional (Meldo, 2018).
Entretanto, a cultura tem sofrido com alguns problemas, como a utilizacio de grandes quan-
tidades de adubos soltveis e, a restricio hidrica. Apesar de ser uma cultura irrigada, a escassez
de chuvas nos ultimos anos, nos Estados do Nordeste, tem propiciado o aparecimento de
estresses abidticos, como a salinidade nos solos agricultaveis.

O cultivo intensivo e sucessivo do meloeiro também tem favorecido o surgimento de
problemas fitossanitarios, que acarretam danos e perdas econdmicas consideraveis na cultu-
ra. Dentre os entraves, as enfermidades ocasionadas por patdgenos radiculares tem sido
um problema marcante e de dificil manejo, principalmente porque muitos patogenos
produzem estruturas de resisténcia, como os clamidésporos e os esclerodios que podem
sobreviver nos solos por muitos anos. Aliado a isso, os plantios do meloeiro comumente
ocorrem sem rotacdo de areas, favorecendo a viabilidade e efetividade do inoculo dos
patogenos, durante varias safras de cultivo. As doengas mais prevalentes nos cultivos de
meloeiro sio o cancro das hastes (Didymella bryoniae), a podridio-branca (Macropho-
mina phaseolina), a murcha de sclerotium (Sclerotium rolfsii), a murcha de fusarium
(Fusarium oxysporum f. sp. melonis), o declinio do meloeiro (Monosporascus cannonballus)
e a podridio radicular de fusarium (Fusarium solani). Além das nematoses, ocasionadas por
espécies de Meloidogyne e Pratylenchus.
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Atualmente, no controle das enfermidades radiculares do meloeiro sio empregados alguns
defensivos agricolas altamente toxicos a0 meio ambiente (Agrofit, c2003) e, muitos dos quais
ndo sio registrados para a cultura. Além disso, a aplicagdo indiscriminada desses produtos
podem ocasionar a selegio de “estirpes” resistentes dos patogenos bem como, a contaminagio
do solo, das aguas e do homem. Portanto, para um manejo racional das enfermidades, o inte-
ressante ¢ a utilizagdo de taticas integradas e sustentaveis de controle, para reduzir a utilizagio
de defensivos agricolas. Uma das alternativas seria a adogio do controle bioldgico e dos fungos
promotores de crescimento, como os do género Trichoderma.

Portanto, 4 seguir serdo descritas as principais espécies de Trichoderma utilizadas para pro-
mocio de crescimento, tolerancia a condigdes de estresses abioticos, bem como para o controle
bioldgico das doengas incidentes no meloeiro. Adicionalmente, serio tambéem discutidos os
produtos 4 base de Trichoderma registrados para utilizacio na cultura do melio e, os impactos
do uso desses microrganismos nos novos cenarios da agricultura moderna.

Principais espécies, ocorréncia e mecanismos de agio de Trichoderma

Na literatura, ha relatos de mais de 200 espécies de Trichoderma envolvidas tanto na
promogio de crescimento de plantas, como no controle biologico de patogenos, em diferentes
culturas agricolas (Atanasova et al,, 2013). No caso do melio, algumas espécies merecem
destaque por serem utilizadas como bioestimulantes e/ou biocontroladores, tais como:
Trichoderma asperellum, T harzianum e T, viride (Bettiol; Morandi, 2009; Gava; Menezes,
2012; Boughalleb-M’hamdi et al., 2018), T virens, T. pseudokoningii e T hamatum (Zhang
et al,, 1999; Martinez-Medina et al,, 2014), T polysporum (Gava; Pinto, 2016), T koningii
(Gava; Menezes, 2012), T erinaceum (Boughalleb-M’hamdi et al., 2018) e T ganense (Martinez-
Medina et al., 2014). Dentre os isolados de Trichoderma ¢ importante considerar também que
existe variabilidade em relacio  atividade de biocontrole, espectro de agio contra hospedeiros,
propriedades fisiologicas e bioquimicas, como também a adaptacio ecoldgica e ambiental
(Silva; Mello, 2007).

O fungo Trichoderma é conhecido por ser um microrganismo saprofita amplamente
distribuido em varios nichos ecoldgicos. Tem sido encontrado sobrevivendo e colonizando
diferentes ecossistemas, como o solo, a matéria organica decomposta e a rizosfera das plantas
(Papavizas, 1985; Baugh et al., 2007). Tem-se observado que Trichoderma, apresenta grande
capacidade de competir na rizosfera, colonizando rapidamente os substratos, nos quais estio
relacionados. £ um fungo que apresenta rapido e profuso crescimento, produzindo estruturas
assexuais: conidios, conidioforos em fialides (Figura 1) e clamidésporos. Com os clamidos-
poros, o fungo pode sobreviver por longos periodos no solo. Ja as estruturas sexuais sio os
ascosporos, que estio contidos em peritécios (Papavizas, 1985; Costa et al., 2009).
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Fotos: Lais Lacerda de Oliveira Brasil

Figura 1. Ciclo assexual do fungo Trichoderma. Imagens obtidas com Microscopio de luz (40x). (A)
Conididforos com fialides e conidios; (B) Conidio germinando; (C) Hifas. (D) Crescimento micelial
de Trichoderma em placa de Petri, contendo meio batata dextrose agar (BDA).

O seu desenvolvimento no sistema solo/planta pode sofrer interferéncia de varios fatores,
dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do solo, conteidos de sais e
matéria orginica, bem como a presenca de outros microrganismos. O fungo Trichoderma ¢
também conhecido por solubilizar os minerais, disponibilizando-os para as plantas (Papavi-
zas, 1985; Michereff et al.,, 2005; Kubicek et al., 2008; Bettiol; Morandi, 2009).

Para promover o crescimento das plantas e o controle biologico dos patogenos, Trichoderma
tem apresentado varios mecanismos que sio importantes para sua competitividade rizosférica,
tais como: micoparasitismo (Papavizas, 1985; Atanasova et al., 2013), induco de resisténcia
nas plantas (Harman et al,, 2004), producio de antibioticos, siderdforos, bem como a
competi¢io por nutrientes e espaco (Papavizas, 1985; Benitez et al., 2004; Bettiol; Morandi,
2009; Lee et al,, 2016). Dentro desse contexto, constatou-se em um estudo que o principal
mecanismo de acio de T harzianum envolvido na reducio da germinagio dos clamidosporos
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de E oxysporum f. sp. melonis, agente causal da murcha do meloeiro foi a competigio por
nutrientes (Sivan; Chet, 1989). Entretanto, outros mecanismos pode estar relacionados a
capacidade de promogio do crescimento e controle biologico pelas espécies de Trichoderma.
Por exemplo, a producio de metabolitos volateis podem ter agdo direta na germinacio dos
conidios dos patogenos e indiretamente, estimular as defesas das plantas (Benitez et al., 2004;
Lopez-Bucio et al., 2015; Lee et al., 2016). Os isolados de Trichoderma apresentam também
producio de diferentes enzimas, principalmente as relacionadas a degradagio da parede celular
dos patdgenos e, também metabolitos secundarios (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004;
Vinale et al., 2008) envolvidos na promogio de crescimento e no controle biologico.

A seguir serio melhor detalhados os dois principais mecanismos de acio promovidos
pelas espécies de Trichoderma: a promogio do crescimento de plantas e o controle biologico
dos patogenos, que incidem na cultura do meldo.

Promogio de crescimento em meloeiros por Trichoderma

O fungo do género Trichoderma ¢ conhecido por apresentar mecanismos voltados tanto
para o controle biologico de doencas bem como, para promocio de crescimento de plantas
(Bettiol; Morandi, 2009). No caso da promogdo de crescimento, Trichoderma é considerado
como fungo promotor de crescimento de plantas, um microrganismo que naturalmente apre-
senta caracteristica de bioestimulante (Machado et al,, 2012; Lopez-Bucio et al., 2015). Esta
acio bioestimulante tem favorecido o desenvolvimento das plantas e a tolerdncia a estresses
bibticos e abioticos, resultando em aumentos nas produtividades da culturas agricolas (Bettiol;
Morandi, 2009).

As diferentes espécies de Trichoderma bioestimulantes sio amplamente encontradas no
solo, principalmente sobrevivendo saprofiticamente. E um fungo com alta competéncia rizos-
ferica, capaz de colonizar as raizes, eficientemente e, proporcionar o crescimento das plantas
nas quais estdo associadas (Baugh et al., 2007). Na rizosfera sio atraidos pelos exsudatos das
raizes, ocorrendo o reconhecimento, adesio, penetragio e colonizagio. As plantas coloniza-
das reagem sintetizando e acumulando compostos como: fitoalexinas, flavonoides, fenois,
terpenos e outros com acdo antimicrobiana (Harman et al., 2004). Nesta associacio com as
raizes o fungo produz enzimas, hormonios (acido indolacético, acido abscissico, citocininas
e acido giberélico) aumentando a eficiéncia e a disponibilidade de nutrientes para as plantas
(Machado et al., 2012).

Para promover o crescimento de plantas, como o meloeiro, Trichoderma apresenta diferen-
tes mecanismos de acio. Um desses mecanismos bastante importante para o desenvolvimento
das plantas é a solubilizagio do fosfato. O fosforo & um dos elementos minerais mais escassos
nos solos, além de constituir-se como insumo agropecuario de custo elevado (Lopez-Bucio
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et al, 2015). Por exemplo, plantas de meloeiro, apds a suplementagio com formulacio a
base de T harzianum apresentaram incrementos nos conteudos de fosforo. Enquanto que,
houve decréscimos de nutrientes como nitrogénio e potassio, mas que ndo chegou a afetar o
desenvolvimento dos meloeiros. Estas redugdes podem estar relacionadas com a competigio
das plantas com o microrganismo, pelos macronutrientes no solo. Como resultado do uso
do microrganismo bioestimulante, ocorreram redugdes no periodo de crescimento das mudas
na fase de sementeira, incrementando a capacidade produtiva (Martinez-Medina et al., 2009).
Outras espeécies de Trichoderma também destacam-se como promissoras no desenvolvimento
dessa cucurbitacea. Por exemplo, plantas de meloeiro inoculadas com as espécies de T viride e
T erinaceum apresentaram incrementos em variaveis relacionadas a promogdo de crescimento,
como comprimento, massa fresca e seca das raizes. Estas plantas apresentaram desenvolvimen-
to pleno, mesmo na presenca dos patogenos F solani f. sp. cucurbitae e F. oxysporum f. sp.
melonis (Boughalleb-M hamdi et al., 2018).

Outra alternativa sustentavel de uso do Trichoderma, como promotor de crescimento
no meloeiro ¢ a suplementagio dos solos, com compostos a base de plantas associados com
esse microrganismo. A associagio de espécies de Trichoderma com estes materiais € interes-
sante, pois o fungo atua como bioestimulante das plantas e biocontrolador dos patgenos.
Por exemplo, a adicio de compostos de citros, juntamente com T harzianum teve efeito na
resposta de defesa de meloeiros, em condicdes de telado. Foi constatado uma agio bioesti-
mulante e também um incremento de varias enzimas envolvidas na inducdo de resisténcia,
como a peroxidase. Além disso, foram observados ganhos na massa fresca das plantas, apos a
fase de aclimatizagio (Bernal-Vicente et al., 2015). Ja em outro estudo, a suplementacio com
composto citrico reduziu a intensidade da murcha de Fusarium, ocasionada por E oxysporum
f. sp. melonis e promoveu também o crescimento de mudas de meloeiro (Bernal-Vicente et al.,
2008). A microbiolizagio de sementes com T, harzianum, associado com a suplementacio com
Brassica nigra também favoreceu o crescimento de mudas de meloeiro. A combinagio dessa
aplicacio incrementou o comprimento das raizes das plantas em 20%. Alem disso, houve
disponibilizagio de nitrogénio para as plantas, devido a acio do microrganismo (Galleti et
al, 2015).

O fungo Trichoderma pode também interagir com outros microrganismos, proporcionando
o crescimento das plantas e o biocontrole de patogenos no meloeiro. Por exemplo, a associagio
entre fungos micorrizicos arbusculares e T harzianum revelou significante aumento de varios
horménios relacionados a promocio de crescimento, tais como acido indolacético, acido
salicilico, acido jasmonico e acido abscissico. Adicionalmente houve incrementos também na
massa fresca das plantas (20%), quando comparado com as plantas controle (Martinez-Medina
et al,, 2011a). Entretanto, a interacio Trichoderma e fungos micorrizicos pode ser deletéria



484 Trichoderma: uso na agricultura

tanto para a planta, como para um dos microrganismos bioestimulantes. Em um estudo
observou-se que a co-inoculao do fungo micorrizico Glomus intraradices com T harzianum
promoveu efeitos deletérios em meloeiros. As plantas nio apresentaram crescimento e houve
efeitos negativos na micorrizagio (Santander; Olave, 2014). O que se tem constatado é que
o fungo T harzianum micoparasita as hifas e esporos do Glomus e, pode também secretar
metabolitos toxicos ao fungo micorrizico (Rousseau, 1996).

De maneira geral, a aplicacio de bioestimulantes a base de espécies de Trichoderma tem-se
constituido estratégia interessante, para um manejo integrado e sustentavel, reduzindo os ni-
veis de adubagdo quimica e proporcionando ganhos de produtividade na cultura do meloeiro
(figura 2).
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Figura 2. Microbiolizagio de sementes e incorporagio no solo, da formulagio & base de Trichoderma,
em cultivos de meloeiro na regido Nordeste.

Manejo das doencas na cultura do melio com Trichoderma

O cultivo intensivo e sucessivo do meloeiro nas regides produtoras tem propiciado o au-
mento da intensidade de doencas, principalmente as radiculares. Adicionalmente constata-se
que, praticas de manejo inadequadas da irrigagio e a nio remocio de fontes de indculo das
areas, tem contribuido também para o incremento dos problemas fitossanitarios. Dessa forma,
para 0 manejo racional das doengas radiculares, muito tem sido discutido sobre a adogio de
praticas sustentaveis, que promovam a supressividade dos solos a estas enfermidades. Aliado
a1ss0, a utilizacio dos defensivos agricolas para manejo deste grupo de doengas tem demons-
trado baixa eficiéncia (Gava; Menezes, 2012; Gava; Pinto, 2016). No caso da cultura do melio,
poucos sio os produtos que sio registrados para o controle dessas enfermidades (Agrofit,
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¢2003). Portanto, uma das alternativas para manejo sustentavel e integrado das doencas radi-
culares seria 0 uso do fungo biocontrolador Trichoderma, associado também a outros tratos
culturais na cultura do meldo (Michereff et al., 2005; Gava; Menezes, 2012).

As doencas radiculares tem limitado o plantio dessa cucurbitacea nas areas produtoras do
Nordeste Brasileiro (Gava; Menezes, 2012). Alguns estudos tem demonstrado que, a utilizagio
de diferentes espécies de Trichoderma para o controle de patogenos radiculares no meloeiro
ja & uma realidade crescente (Figura 3) (Zhang et al., 1999; Suarez-Estrella et al., 2007; Gava;
Menezes, 2012). Estes microrganismos podem ser utilizados no campo, com aplicagdes no
solo, substratos, sementes, material de propagagio ou na parte aérea da plantas, bem como em
cultivo protegido (Ubalua; Otti, 2007; Lucon, 2014). Os principais mecanismos envolvidos
para controle dos patogenos, incluem a produgio de enzimas, como as quitinases, proteases
glucanases (Harman, 2006; Nawrocka et al.,, 2018); inducio de resisténcia das plantas, contra
os patogenos (Martinez et al., 2001; Nawrocka et al., 2018), producio de compostos volateis
e ndo volateis (Lopez-Bucio et al., 2015); competicio por nutrientes e nichos de colonizagio
(Benitez et al., 2004; Baugh; Escobar, 2007); e, modificagio da rizosfera, como por exemplo
alterando o pH do solo, impossibilitando que muitos fatores de patogenicidade dos patdgenos
ndo sejam sintetizados (Machado et al., 2012).

Figura 3. Inibigio do crescimento micelial por Trichoderma harzianum contra patogenos do meloeiro
(Cucumis melo). (A) Isolado de T harzianum (esquerda) contra Rhizoctonia solani (direita), agente
causal de tombamentos de mudas; (B) Isolado de T harzianum (direita) contra Fusarium pallidoroseum
(esquerda), agente causal da podriddo em frutos de melio.

Em cultivos experimentais de melio no municipio de Bebedouro, Estado de Pernambuco,
localizado no Vale do Sio Francisco, a microbiolizagio de sementes de meloeiro com as espécies
T koningiie T polysporum permitiram reduzir a incidéncia de doencas, como o tombamento
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e a murcha. Os isolados de Trichoderma foram capazes de colonizar efetivamente a rizosfera
dos meloeiros (Gava; Menezes, 2012). Em outro estudo, a inoculagio de T harzianum em
mudas, reduziu em 85% a incidéncia da murcha do meloeiro, ocasionada por E oxysporum f.
sp. melonis (Suarez-Estrella et al., 2007). Para patogenos como Monosporascus cannonballus,
a microbiolizacio de sementes com T, virens em condigdes de sementeira, permitiu redugdes
consideraveis da colonizacio do patogeno em mudas (Zhang et al., 1999). Enquanto que, para
M. phaseolina a inoculagio preventiva com os biocontroladores T harzianum e T. viride,
proporcionou os menores indices de severidade da doenga, quando comparados com as plan-
tas nio inoculadas (Boughalleb-M’hamdi et al, 2018). A espécie T harzianum tem reduzido
também a porcentagem de infecgio de F. solani (10%), Pythium aphanidermatum (5%) e R.
solani (5%), em meloeiros tipo cantaloupe (El-Kolaly; Abdel-Sattar, 2013).

Com relagdo aos nematoides, o antagonista I Jongibrachiatum inoculado via agua de irrige-
¢do, tem propiciado excelente controle de M. incognita, M. hapla, M. arenaria e M. javanica, de
ocorréncia marcantes nas areas produtoras. Alem do manejo dos patdgenos de solo, varias espécies
de Trichoderma tem sido utilizadas também para o controle de doengas da parte aérea, como o
oidio (Podosphaera xanthii). A utilizagio de Trichoderma spp. quando aplicados preventivamente
reduziram a severidade do oidio, sendo também recomendado para o manejo integrado desta
enfermidade de importincia para os cultivos de meldo (Costa et al., 2003; Tavares et al., 2004).

Dessa forma, para um manejo sustentavel e integrado ¢ interessante também associar os
fungos biocontroladores, com medidas de controle cultural, como a incorporagio de matéria
orginica no solo. Este material proporciona a melhoria nas condicdes fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo, além de permitir um melhor estabelecimento dos antagonistas na rizosfera
das plantas. Por exemplo, a incorporagio de Crotalaria juncea e T harzianum no solo reduziu
a sobrevivéncia do patogeno F solani. Ainda foi possivel constatar incrementos na massa
fresca e seca da parte aérea de meloeiros (Fonséca Neto et al., 2016). A interacio de sementes
microbiolizadas com T polysporum e a fertirrigagio com composto liquido incrementou o
controle da murcha de fusarium (32,2%), além de propiciar ganhos na producio de frutos de
melio (27%) (Gava; Pinto, 2016). Outra associacio interessante, para reducio de enfermidades
no meloeiro ¢ a utilizagio de espécies de Trichoderma, com os fungos micorrizicos arbuscula-
res. A inoculagio de plantas de meloeiro com T harzianum e Glomus intraradices promoveu
reducdes da incidéncia da murcha do meloeiro (Martinez-Medina et al., 2011a, b).

Mudangas climaticas e os impactos no uso de Trichoderma

Com o crescimento continuo das emissdes de gases causadores do efeito estufa, observa-se
também o aumento das temperaturas em todo planeta. Caso a concentragio de CO, atmosfe-
rico continue aumentando, existe a probabilidade da temperatura média do planeta incremen-
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tar 4 °C, até o ano 2100 (Intergovernamental..., 2014). Além do aquecimento, as mudancas
no clima também se relacionam 4 distribuicio da precipitagio que tende a ser mais escassas
em regides que ja apresentam baixa oferta hidrica. Dessa forma, mudangas nos padrdes de
precipitagdo e de temperatura podem afetar a produgio agricola, podendo ser mais grave em
regides de agricultura de subsisténcia (Lipper et al., 2014).

Por outro lado, 0 CO, € um elemento fundamental na fotossintese das plantas. Maiores
concentracdes desse gas na atmosfera resultam, até certo ponto, em aumentos da produgio
vegetal (Fagundes et al., 2010; Pimentel, 2011). Este fato é observado principalmente em plan-
tas C3, quando comparadas as plantas C4. Nas plantas C3 ha a presenca da enzima ribulose
15 bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco), que € responsavel pela carboxilagio primaria,
envolvendo o processo metabolico que governa a fotossintese. No caso das plantas C4, a
resposta a0 aumento da concentragio de CO, atmosferico ¢ menor, pois esse grupo de plantas
possui mecanismos mais eficientes para utilizagio do CO, na fotossintese (Taiz; Zeiger, 2004).

O aumento da temperatura, tende a favorecer uma maior demanda hidrica das espécies
vegetais, alem de influenciar diretamente na atividade fotossintética (Assad et al., 2004), po-
dendo assim afetar negativamente a produgo vegetal. O aumento da temperatura atmosférica,
pode também, resultar em interferéncias na eficiéncia de antagonistas/bioestimuladores, em
competir na rizosfera das plantas (Weller et al., 2002; Boughalleb-M’hamd;i et al., 2013).

O Trichoderma, por exemplo, apesar de ser um género encontrado em varios ambientes,
pode apresentar caracteristicas limitantes ao seu desenvolvimento. A temperatura 6tima de
crescimento para a maioria dos isolados estd compreendida entre 25 a 30 °C. Em tempera-
turas entre 10 17 °C, observa-se diminuicio consideravel no crescimento micelial do fungo
(Bomfim et al., 2010). Em ensaios in vitro, conduzidos na Embrapa Agroindistria Tropical
em Fortaleza, Estado do Ceara foi possivel observar que isolados de Trichoderma, incubados
na temperatura de 40 °C nio apresentaram crescimento micelial. Na temperatura de 30 °C,
fungo apresentou pleno desenvolvimento (Figura 4).

Em varios estudos, constatam-se que as temperaturas mais extremas interferem no desen-
volvimento do fungo (Bomfim et al., 2010; Auler et al., 2013). Os isolados de Trichoderma,
com capacidade para atuar como biocontroladores e bioestimulantes em plantas, devem ser
capazes de se adaptar a temperaturas diversas (Ghini; Hamada, 2008). Principalmente, por que
as temperaturas nos cultivos de meldo no Nordeste, alcangam facilmente os 40 °C (Figueirédo
et al., 2017). Aqueles isolados de Trichoderma mais adaptados a estas condicdes extremas serdo
mais efetivos e terdo maior sucesso no manejo da cultura do meldo. Dessa forma, os estudos
de “busca” de biocontroladores/bioestimulantes para uso nos cultivos de meldo tem incremen-
tado consideravelmente, nos ultimos anos no Nordeste Brasileiro.
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30°C

Fotos: Lais Lacerda de Oliveira Brasil

Figura 4. Isolados de Trichoderma incubados em incubadoras tipo B.O.D, nas temperaturas de 30,
35 e 40°C, com 48 horas de crescimento micelial. (A): Trichoderma asperellum, (B): Trichoderma
harzianum e (C): Trichoderma harzianum.

Produtos registrados para utilizagio no manejo de doengas do melio

Para a cultura do melio, atualmente existem produtos registrados no Ministerio
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento & base de diferentes espécies de Trichoderma,
recomendados para patogenos fiingicos, como R. solani e M. phaseolina e, para nematoides,
como Pratylenchus zeae, P, brachyurus e Meloidogyne incognita (Tabela 1).
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Tabela 1. Produtos biologicos 4 base de espécies de Trichoderma, para o controle de doencas do melo.

Produto Comercial Principio ativo Alvo Biologico Doenga
Trichodermil SC 1306 T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Trichodermil Super SC 1306 T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Quality T asperellum Rhizoctonia solani tombamento
Trichodermax EC T asperellum Rhizoctonia solani tombamento
Predatox T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Organic WP T asperellum Rhizoctonia solani tombamento
Stimucontrol T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Ecotrich WP T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Majestic T harzianum Rhizoctonia solani R
Rizoderma T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Bio Zenon T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Daytona T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Natucontrol T harzianum Rhizoctonia solani tombamento
Bio-Hulk T asperellum Rhizoctonia solani tombamento
Tricho-Turbo T asperellum Rhizoctonia solani tombamento

Fontes: Agrofit, 2003.

Consideragoes finais

A utilizacio de diferentes espécies de Trichoderma, como biocontrolador de patogenos e
bioestimulante de plantas ¢ estratégia interessante, para um manejo integrado e sustentavel na
cultura do meloetro. A adogio desse fungo “probidtico” no solos e nas plantas proporcionam
a reducio dos niveis de adubacio quimica bem como, do aporte de defensivos agricolas. Dessa
forma, esta alternativa sustentavel de manejo, resulta também em ganhos de produtividade na
cultura do melio.
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Uso do Trichoderma
na cultura do morango

Suélen Mazon
Paula Steilmann

Thiago de Oliveira Vargas

Introducio

O morango (Fragaria ananassa) ¢ uma cultura amplamente cultivada no mundo, sendo a
China o pais que lidera a producio com 3 milhdes de toneladas, seguida dos Estados Unidos
com 1,4 milhdo toneladas por ano (Morango, 2017). Ja a producio brasileira vem crescendo,
com a adogio de novas praticas de cultivo e materiais genéticos, aperfeicoando o cenario do
cultivo do morango e aumentando a area cultivada.

O morangueiro ¢ uma cultura promissora no mercado tanto para consumo in natura
quanto para a industrializacio, sendo um fruto apreciado mundialmente, visto a sua aparén-
cia atraente e sabor agradavel, além de seu alto valor nutracéutico. Os consumidores, cada vez
mais preocupados com a salide, buscam consumir morangos sem residuos de agrotoxicos,
visto que o mesmo € o segundo alimento com mais residuo de agrotoxicos no Brasil. Dados
de 2013 e 2015 demonstram que 63,4% das amostras analisadas apresentaram contaminacio
por agrotoxicos (Anvisa, 2016). Isto em virtude de ser uma cultura suscetivel a varios patoge-
n0s, insetos-pragas e ao desequilibrio nutricional, onde se realiza o uso de uma elevada carga
de insumos quimicos e agrotoxicos, pois segundo Darolt (2008), é realizado em torno de 45
aplicagdes de agrotoxicos durante o ciclo da cultura.

Assim, buscando produzir frutos que nio apresentem residuos quimicos, cresce o uso de
produtos biologicos para o controle de doengas na cultura, sendo que os agentes de biocontro-
le permitem o avango na protecio e qualidade das plantas, reduzindo as aplicacdes de agrotd-
xicos (Bisutti et al., 2017), favorecendo a produgio de alimentos saudaveis, preservando o meio
ambiente e proporcionando o manejo sustentavel de doencas. Além disso, muitos fungicidas
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quimicos tém perdido a eficiéncia sobre os patogenos, o que se deve em grande parte a diversi-
dade dos microrganismos, capacidade de adaptacio e resisténcia crescente (Matei et al., 2011).

Entre os agentes de controle bioldgico os fungos do género Trichoderma spp. sio os mais
estudados. O grande potencial de biocontrole dos fungos do género Trichoderma spp. foi
reconhecido em 1920 (Harman, 2006), no entanto, as pesquisas com estes microrganismos tém
aumentado com os avangos da engenharia genética (Blasczyk et al., 2014). Algumas estirpes
destes fungos tém sido relatadas como eficientes no controle de uma grande variedade de
plantas cultivadas, e também na promogdo do crescimento das plantas (Benitez et al., 2005;
Savazzini; Longa, 2009).

A eficiéncia no controle de doencas de plantas se deve principalmente aos multiplos
mecanismos de acio, como a competicio por espaco ou nutrientes (Savazzini; Longa, 2009;
Verma et al., 2007) producio de metabolitos antibidticos, volateis ou ndo volateis (Savazzini ;
Longa, 2009; Verma et al., 2007; Sid-Ahmed et al., 2003) e micoparasitismo (Savazzini; Longa,
2009; Verma et al., 2007). Além disso, 0 uso de Trichoderma spp. como agentes de biocontrole
apresenta aspectos vantajosos também em relacio a facilidade de isolamento, cultivo e carac-
terizacio (Sharma et al., 2011).

Por estes e outros motivos estes microrganismos vém sendo amplamente estudados, bus-
cando selecionar cepas com caracteristicas de interesse e com potencial para aplicacio no
controle de doencas. Dentre as espécies relatadas, os fungos T harzianum e T viride sio os
mais estudados, onde sio utilizadas como biopesticidas e biofertilizantes (Kumar et al., 2014b;
Woo et al., 2014), promotores de crescimento e indutores de resisténcia a doencas em plantas
(Woo et al., 2014; Sharma; Singh, 2014). Sendo T. harzianum o principal antagonista utilizado
no manejo de doengas de plantas na agricultura devido a sua relacio custo-efetividade e efeitos
minimos sobre o equilibrio ecologico (Kumar et al., 2014a).

Uso do Trichoderma spp. no cultivo do morangueiro

O morango ¢ uma cultura sujeita a ocorréncia de varios patogenos e ataques de inseto-
praga, desde o estigio das mudas até na pos-colheita dos frutos. As doengas que ocorrem
nos frutos reduzem o rendimento, sendo as mais comuns causadas por Botrytis cinerea e
Phytophthora cactorum. Entretanto, as doengas como podriddes na raiz e manchas foliares,
reduzem o rendimento indiretamente, definhando a planta e podendo levar a morte. Os
patogenos que atacam o sistema radicular sio os fungos P cactorum e P. fragariae, para os
patogenos que causam doengas foliares destacam-se os fungos Mycosphaerella fragariae e
Diplocarpon earliana (Bisutti et al., 2017).

Assim, um grande aliado & prevengio e controle de ataque de patogenos no morangueiro,
sio os fungos pertencentes a0 género Trichoderma spp., que estdo entre os mais utilizados
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como agentes de biocontrole de doengas vegetais em todo o mundo. Sendo que no cultivo
do morangueiro, o Trichoderma spp. pode ser utilizado em todo o procedimento de cultivo,
desde o preparo do solo até o controle de patogenos da parte aérea e pos-colheita.

Uso do Trichoderma spp. no preparo do solo e substrato para o cultivo do mo-
rangueiro

Atualmente, a producio de morango ¢ realizada adotando diferentes meios de cultivo e
praticas culturais. Sendo o mais conhecido e praticado, o cultivo no solo em canteiros eleva-
dos com o uso de mulching, plastico ou material palhoso. No entanto, em muitos locais, vém
se adotando o cultivo fora do solo, em sistema de bancada, com o uso de substrato.

Quando realiza-se o plantio do morango no solo, a primeira etapa realizada pelos pro-
dutores ¢ preparagdo do solo para receber as mudas de morangueiro previamente cultivadas.
Neste processo, umas das praticas de manejo utilizadas é a desinfestagio do solo, visto que o
mesmo pode ser habitado por um grande nimero de patdgenos, os quais podem colonizar
as raizes das mudas recém transplantadas em resposta a exsudatos radiculares, debilitando a
mesma e levando a mortalidade.

Dessa forma, por muitos anos uma das praticas adotadas para a erradicacio do indculo
de patogenos habitantes de solo, era a realizacio do processo de fumigagio com o brometo
de metila. Contudo, este produto quimico ¢ altamente toxico, sendo que seu uso for proibi-
do através do Protocolo de Montreal, onde o Brasil comprometeu-se em abolir o uso até o
ano de 2015, por meio da Instrugio Normativa n° 1, de 10 de setembro de 2002 (BRASIL,
2002). Desde entio busca-se outras formas de controlar os patdgenos habitantes do solo,
por meio do uso de produtos quimicos permitidos, alternativas culturais, como a rotagio
de culturas, o uso de cultivares resistentes, a solarizagio e biofumigagio do solo (Martin;
Bull, 2002).

Desta maneira, com o olhar voltado para produgdo de alimentos saudaveis e preservagio
do meio ambiente, uma das alternativas a fumigacio realizada com produtos quimicos, é a
utilizagdo do agente de biocontrole, o Trichoderma spp., realizando o processo denominado
biofumigagio. Com essa tatica de controle, além de combater agentes patogénicos, busca
promover o equilibrio ecologico do solo, favorecendo a microbiota e conferindo beneficios
posteriormente a0 desenvolvimento das plantas (Harman, 2006). Esse processo de biofumi-
gagio com Trichoderma spp. pode ser executado em associado a solarizacio, visto que mui-
tas espécies do género Trichoderma spp. resistem a altas temperaturas (Porras et al., 2007a).
A combinagio entre estas taticas de manejo aumenta o rendimento de morangos em 78,2%
(Porras et al., 2007b), melhoram as condicdes da rizosfera, além de reduzir a populagio do
fungo P, cactorum, causador da podridio da coroa.
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Além do uso do Trichoderma spp. em cultivos realizados no solo, em sistemas de cultivo
com diferentes formulagdes de substratos, os fungos do género Trichoderma spp. também
podem ser utilizados. Em nossos experimentos, cultivando morango de base agroecoldgica,
em sistema de bancada, obtivemos o substrato através do processo da compostagem, no qual
misturamos 30% de solo, este retirado de mata. Neste processo, realizamos a solarizagio e
posteriormente a biofumigagdo do substrato composto, utilizando o Trichoderma harzianum,
na concentracio de 2 mL por litro de agua.

Trichoderma spp. no preparo de mudas ao cultivo do morangueiro

Apos a escolha e o preparo do local de cultivo, a obtencio e plantio das mudas ¢ uma
pratica importante para garantir o sucesso da producio de morangos. Atualmente, as mudas
de morangueiro comercializadas em maior proporcio sio mudas de raiz nua, as quais, conse-
quentemente estio mais sujeitas a0 ataque de patogenos, pois pode ocorrer a fragmentago das
raizes no momento do transplantio, tornando-se portas de entrada para patdgenos habitantes
de solo, alem das condigdes que as mesmas estavam armazenadas. Assim, é recomendavel
realizar a imersdo das raizes em solucdo de Trichoderma spp. antes do plantio das mudas, pois
0 mesmo ira combater e prevenir o ataque de agentes patogénicos presentes no meio, aumen-
tando a taxa de sobrevivéncia e tambem acelerando o desenvolvimento inicial das plantas no
campo (Verdial et al., 2009).

Estudos avaliando o tratamento de mudas de morangueiro com a aplicacio de
T harzianum (1,4 x 10" esporos mL"), Bradyrhizobium japonicum (7,5 x 10° cel mL") e
incorporacio de silicio, Richter et al., (2016) verificaram que o tratamento utilizando apenas
T harzianum proporcionou o maior didmetro e acimulo de matéria fresca e seca da coroa,
pela possivel presenga de fitohormonios, estimulados pela aplicacio de T’ harzianum. Alem
de promover o crescimento das plantas, trabalhos demonstram o sucesso da pratica em relacio
a incidéncia de doencas. Pastrana et al., (2016) verificou que o tratamento preventivo (pré-
plantio) através da imersdo das raizes de morangueiro em solucio de T asperellum foi mais
eficiente que o tratamento curativo (pos-plantio), reduzindo da incidéncia de podridio-de-
carvdo (Macrophomina phaseolina) em até 44% em cimara de crescimento e em até 65% em
condicdes de campo, e da podridio-da-raiz e podridio-da-coroa causada por Fusarium solani,
em até 100% em cimara de crescimento e 81% em condigdes de campo.

Porras et al., (2009) analisando a aplicacio de Trichoderma spp. via sistema de irrigacio
por gotejamento e imersao das raizes das mudas de morangueiro, para o controle de antracno-
se (Colletotrichum spp.), demonstra que os tratamentos reduziram a incidéncia do patogeno
¢, consequentemente, mortalidade de plantas entre 58,6 e 63,5% em relagdo ao controle, e nio
foram observadas diferencas entre as mudas imersas na solucio de Trichoderma spp. ou com
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aplicacio do antagonista via irrigagio por gotejamento.

Deste modo, a realizagio da pratica de imersio das raizes em solugio de Trichoderma spp.
favorece a colonizacio da rizosfera das plantas, prevenindo o ataque de patogenos, garantido
o sucesso de controle das doencas pelo agente biocontrole.

De forma pritica, o agricultor ao receber as mudas de morangueiro, estas de raiz nua,
realiza o preparo da solucio de Trichoderma harzianum, utilizando a dose de 1 mL por litro
de 4gua e realiza a imersio das raizes nesta mistura, apos realiza o plantio.

Trichoderma spp. no controle de patogenos habitantes do solo no morangueiro

Apds o plantio das mudas e a0 longo do ciclo de cultivo sio realizados tratamentos para
o combate de agentes patogénicos. O morangueiro esta sujeito ao ataque de varios patogenos
habitantes de solo, que ocasionam as principais podriddes de raizes e coroa, os mais frequen-
tes sio: F. oxysporum, M. phaseolina, Pythium spp., Phytophthora spp., e Rhizoctonia spp.,
sendo os sintomas mais comuns o escurecimento e deterioracio do sistema radicular, declinio
no vigor da planta e consideravel redugio no rendimento, levando a mortalidade da planta
hospedera.

Assim, uma opgio para prevenir e controlar o ataque desses patogenos, ¢ a utilizacio de
produtos a base de Trichoderma spp., contribuindo com a diminuicio do emprego de produ-
tos quimicos, de maneira a ofertar frutos de maior qualidade e livres de residuos quimicos.

Avaliando o efeito antagonico de T harzianum contra R. solani em morangueiro, Asa-
d-Uz-Zaman et al., (2015) observaram uma reducio de 71,97% do crescimento radial de R.
solani em comparacio a outros produtos quimicos. Em outro estudo avaliando o controle
do patdgeno R. fragariae por meio de isolados de Trichoderma spp. em comparagio com um
fungicida quimico, mostram que os fungos I harzianum e T viride apresentaram somente
18,25 ¢ 8,25% de plantas com sintomas de murcha, entretanto, o fungicida quimico apresen-
tou somente 3,25% de plantas com sintomas da doenga (Aziz; Marzani, 2017), portanto, 0 uso
do controle bioldgico, embora em alguns casos nio seja tio eficaz quanto os fungicidas, ¢ um
método alternativo e seguro ao controle de doencas de plantas.

Isolados de T harzianum, T viride e T hamatum (3 x 107 esporos/ml) aumentaram o teor
de fendis totais, de clorofila e também o rendimento de frutos de morango em comparacio
a0 controle, e além disso reduziram a incidéncia das doengas radiculares (Figura 1) causadas

por R. solani, F. solani, F. oxysporum e M. phaseolina na pré e pos-emergéncia de plantas de
morango (Ahmed; El-Fiki, 2017).
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Fotos: Acervo pessoal dos autores
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Figura 1. Sintomas de escurecimento vascular em caule de morangueiro (direita), causados por
patogenos de solo.

Ainda para o controle da antracnose, foi relatada a capacidade de espécies de Trichoderma
spp. em micoparasitar hifas de Colletotrichum spp., isolados de morangueiro, in vitro.

A combinagio de fungos micorrizicos (Glomus mosseae e Acaulospora laevis) e T. viride
sobre o crescimento e produgio de morango foi estudada por Chauhan et al,, (2010). Onde
os autores evidenciaram que a combinagio entre A. Jaevis e T viride, promove um aumento
na altura de plantas, peso da parte aérea, peso seco da parte aérea, peso de raiz fresca, clorofila
total e teor de fosforo na raiz em relacio ao controle sem aplicagio, conferindo maior rendi-
mento de plantas de morango.

Um estudo para avaliar o desempenho do fungo Trichoderma spp. no crescimento e
rendimento de morango foi realizado, utilizando quatro concentragdes de Trichoderma spp.
(TO: testemunha; T1: 100 g/m? T2: 200 g/m* e T3: 300 g/m?), sendo que a maior produgio
e qualidade de frutos foi encontrada no tratamento T1 e menores valores para o tratamento
testemunha (Uddin et al,, 2017). Assim, o uso do Trichoderma contribui para o crescimento
e desenvolvimento das plantas de morangueiro, refletindo no rendimento do mesmo, onde o
uso de maiores concentracdes nio reflete em ganho para a cultura.

Trichoderma spp. no controle de patdgenos da parte aérea e pos-colheita no mo-
rangueiro

Os produtos disponiveis formulados com Trichoderma spp. sio indicados para o controle
de patogenos habitantes de solo, onde os mesmos sio aplicados no solo, via sistema de irriga-
¢do por gotejamento ou aspersdo. Entretanto, muitos trabalhos avaliam a aplicacio via foliar,
buscando o controle de doencas da parte aérea e de pos-colheita.
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A produgio de morangueiro em ambiente protegido proporciona frutos de qualidade e
prolonga a producio, sendo uma forma de cultivo que auxilia no controle de varias doencas
como o mofo cinzento e antracnose, entretanto, € visto um aumento da ocorréncia de oidio
(Xiao et al,, 2001). Trabalhos avaliando o potencial do Trichoderma spp. no controle do oidio
(Sphaerotheca macularis) em comparago a eficacia do uso de fungicidas quimicos, demons-
traram que o agente de biocontrole T. harzianum T39 apresentou maior atividade contra o
oidio em morangueiro, porém, o maior controle foi visto pelo uso de fungicidas quimicos,
sugerindo-se aplicacdes intercaladas de agentes de biocontrole e fungicidas quimicos para
controle da doenca (Pertot et al., 2008), buscando assim, realizar o manejo integrado.

O mofo cinzento causado pelo fungo Botrytis cinerea ¢ uma importante doenca da cultura
do morangueiro, a qual acomete os frutos de morango (Figura 2). Essa doenga, além de se
manifestar a campo, ocorre na pos-colheita diminuindo a qualidade de frutos e o tempo de
prateleira dos mesmos. Kowalska (2011) estudando a aplicagio de T asperellum na incidéncia
de B. cinerea, concluiu que o uso de T asperellum como um agente de controle bioldgico para
doengas pos-colheita, prolonga o armazenamento em até 7 dias ap6s a colheita, com auséncia
de B. cinerea, alem disso, o isolado promoveu o maior desenvolvimento das plantas de mo-
rangueiro a campo. Robinson-Boyer et al. (2009) avaliando duas espécies de Trichoderma e
B. subtilis para o controle de B. cinerea, demonstrou que os produtos a base de T atroviride
e T harzianum foram mais eficazes para o controle do mofo cinzento no morangueiro em
comparacdo ao B, subtilis. A aplicagio do isolado de T harzianum na pos-colheita em frutos
de morango, demonstrou a eficiéncia do agente de biocontrole para o combate do mofo-cin-
zento (Cruz et al., 2018).

Estudos demonstram que produtos constituidos de isolados de T harzianum, aplicados
sozinhos ou combinados, foram efetivos no controle da antracnose ( Colletotrichum acutatum)
e do mofo-cinzento (B. cinerea) em plantas de morango, considerando diferentes épocas de
aplicacio e dosagens (Freeman et al., 2004). Devido aos mdltiplos mecanismos de agio
exercidos por fungos do género Trichoderma spp., antagonismo, antibiose e micoparasitismo,
a utilizacio de diferentes isolados em conjunto pode resultar em uma maior eficiéncia no
controle de patogenos (Vos et al., 2015).

Como demonstrado anteriormente, isolados de Trichoderma spp. sio eficientes no con-
trole do mofo-cinzento, no entanto, ha necessidade de aplicacdes frequentes. Dessa forma, as
abelhas podem ser usadas para disseminar agentes de controle bioldgico para a cultura-alvo.
Em estudo realizado nos EUA, abelhas foram utilizadas como vetores de uma formulagio
comercial de T harzianum para o controle de B. cinerea em morangueiros. Para verificar a
eficiéncia da deposicio do antagonista, o método de disseminagio por abelhas foi comparado
com aplicacio por aspersdo e foram coletadas flores ao longo do experimento, constatando
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que os tratamentos das abelhas geralmente tinham metade da densidade de T harzianum
em comparagio com a aspersdo. No entanto, durante os 4 anos do estudo, a eficiéncia de T,
harzianum depositado pelas abelhas proporcionou melhor controle de B. cinerea. Alem disso,
o T harzianum aplicado pelas abelhas proporcionou controle do mofo-cinzento igual ou
melhor do que fungicidas comerciais aplicados na floragio (Kovach et al., 2000). Em outro
estudo realizado em Israel, testou-se a habilidade de abelhas para disseminar propagulos de
T harzianum também para o controle de B. cinerea em morangueiro cultivamos em campo,
durante o inverno. Observou-se que em niveis baixos a medios de doenga, o tratamento com T,
harzianum aplicado por abelhas foi mais eficiente que a aplicacio de fungicidas, no entanto,
em altos niveis de doenca, nem o controle quimico nem o biologico foram eficazes. Além

disso, constatou-se que a aplicacio do antagonista por abelhas chegou a 200 m de distancia da
colmeta (Shafir et al., 2006).

Fotos: Acervo pessoal dos autores

Figura 2. Frutos de morango atacadas por B. cinerea, causandor da doenga mofo-cinzento

Os produtos disponiveis no mercado a base de Trichoderma spp. sio encontrados na
forma de solucio concentrada ou em granulos dispersiveis em agua, assim, tem-se estudado a
acio dessas diferentes formulagdes, solucio concentrada e granulos dispersiveis, e dos meta-
bolitos de T harzianum sobre o desenvolvimento de B, cinerea, demonstrando que, em teste
de antagonismo in vitro, a formulacio em grinulos dispersiveis em agua apresentou maior
eficiéncia de controle do crescimento micelial de B. cinerea (Figura 3). A atividade de biocon-
trole exercida pelo fungo antagonista pode ocorrer indiretamente, competindo por espao e
nutrientes, ou ainda modificando as condigdes encontradas no meio de cultivo, produzindo
antibiticos, inativando as enzimas do patogeno ou, diretamente, mediante o micoparasitis-
mo (Hartman, 2004).

Este mesmo estudo avaliou a agdo de aplicacdes de produtos a base de T harzianum em
pré-colheita sobre o desenvolvimento da doenga mofo cinzento em pos-colheita, demonstran-
do a eficiéncia dos produtos utilizados em preservar o processo de deterioracio dos frutos,
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Fotos: Acervo pessoal dos autores

Figura 3. Inibicio do crescimento micelial de B. cinerea por meio da agio direta dos produtos
biologicos a base de T harzianum. Sendo a) Granulos dispersiveis em 4gua, b) solucio concentrada, )
metabolitos de T harzianum misturados no meio de cultura e d) o controle.

aumentando o periodo de armazenamento (Figura 4).

Alem do combate dos patogenos que acometem o morangueiro, a expressio de genes
antifungicos de T harzianum, tem sido usados para conferir resisténcia s plantas. Um estudo
fot desenvolvido avaliando plantas de morango transgénicas com o gene da [-1,3-glucanase
gene bgni3.1 de T harzianum. As plantas foram aclimatadas e posteriormente, inoculado o
C. acutatum, resultando em plantas com menos sintomas de antracnose na folha e coroa do
que as plantas que ndo possuiam o gene bgnl3.1 (Mercado et al., 2015).
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Fotoa: Acervo pessoal dos autores

Figura 4. Incidéncia de mofo cinzento em frutos de morango submetidos ao tratamento pré-colheita
com aplicacio de produtos 4 base de Trichoderma harzianum nas formulagdes de a) Granulos dispersi-
veis em agua, b) solugio concentrada e ¢) Metabolitos e em comparagio com a testemunha (d).

Consideracoes finais

O uso de produtos biologicos é crescente de forma geral, e assim, estudos que demonstrem
a eficiéncia da aplicacio destes produtos na cultura do morangueiro poderdo motivar o uso
pelos agricultores e tornar a produgio livre de agrotoxico, além do aumento da demanda
por alimentos saudaveis. Sendo que, os agentes de biocontrole atingem nichos de mercado
onde os produtos quimicos nio podem operar, que ¢ a agricultura sustentavel, onde busca a
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preservacio do meio ambiente e a oferta de produtos saudaveis, agregando valor aos mesmos.

O emprego do Trichoderma spp. no cultivo do morangueiro é uma alternativa eficaz,
pratica e segura, que confere protecio as plantas, do inicio do cultivo a pos-colheita, contri-
buindo para frutos de qualidade, sem residuos quimicos, além de proporcionar o crescimento
e desenvolvimento das plantas. Dessa forma, sio necessarios novos estudos abrangendo outros
patogenos que atingem a cultura, assim como métodos de aplicacio que alcancem as diferentes
formas de cultivo.
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Introducio

No Brasil, a produgio de uvas esta concentrada nas regides Sul, Sudeste, Centro Oeste e
Nordeste, sendo que o estado do Rio Grande do Sul representa 64,85% da area cultivada do
Brasil, com 47.383 ha plantados. No estado do Rio Grande do Sul, a viticultura ¢ realizada
em diferentes regides tais como, Serra gaticha, Campos de cima da Serra, Campanha gaucha
e Serra do sudeste. Na Serra gaucha atualmente sio plantados aproximadamente 37.900 ha,
entre uvas viniferas, americanas e hibridas, o que corresponde a 51,0% da area plantada no
Brasil (Rosa, 2016; IBGE, 2018; Mello et al., 2017).

Na viticultura brasileira, um dos principais entraves ¢ a ocorréncia de doengas, acarretan-
do perdas qualitativas e quantitativas na produgdo de uvas, vinhos, sucos e derivados. Dentre
essas doencas, as flingicas representam a sua maioria e ocorrem em todas as regides produtoras,
mesmo que estas estejam situadas em diferentes climas e condigdes ambientais. De maneira
geral as doencas flingicas mais importantes tendem a ser as mesmas nestas regides, sendo as
principais o mildio (Plasmopara viticola), o oidio (Erysiphe necator), a antracnose (Elsinoe
ampelina), a escoriose (Phomopsis viticola), a podriddo-cinzenta (Botryotinia fuckeliana), a
podriddo da uva madura (Glomerella cingulata) e as doencas de tronco, tais como: fusariose
(Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis), esca (Phacomoniella chlamydospora, Phaeoacremo-
nium spp., Fomitiporia spp.) Petri (Phaecomoniella chlamydospora, Phacoacremonium spp.),
pé-preto (Cylindrocarpon spp., llyonectria spp., Campylocarpon spp., Dactylonectria spp., en-
tre outras) e podridio-descendente (Botryosphaeria spp., Neofusicoccum spp., Lasiodiplodia
spp.) (Sonego et al., 2005; Almanca et al., 2015; Almanca et al., 2013a; Cavalcanti et al. 2013).
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As doencas de tronco da videira em especial, tem causado prejuizos na viticultura em
diversos paises desde a produgdo de mudas até estabelecimento dos vinhedos, causando declinio
e morte das plantas (Fontaine et al,, 2016; Almanga et al,, 2013a; Cavalcanti et al,, 2013). No
Brasil, em levantamento realizado por Rusin et al (2015) em vinhedos da Serra gatcha, obser-
vou-se que em média, 90% das plantas com sintomas externos de declinio e morte apresentavam
a presenga de pelo menos uma espécie de fungo causador de doenca de tronco. A ocorréncia
destas doencas traz a necessidade de reposigio de plantas ou renovagio completa do vinhedo,
dependendo do percentual de plantas afetadas e idade do vinhedo, o que acarreta no aumento
do custo de producio e diminuicio da renda do produtor. Fontaine et al. (2016) demonstraram
que com o avango da idade dos vinhedos a ocorréncia destas doencas aumenta e a producio
de uva diminui, sendo que a partir dos 15 anos as perdas podem ultrapassar 50% da producio.

Outro grupo de doengas importante, é o das podriddes de cacho. Botryotinia fuckeliana
(forma sexuada Botrytis cinerea) tem ocorréncia em todas as regides produtoras de videira e
tem sido considerado um dos principais agentes causadores dessas podriddes, causando redu-
¢do de producio e qualidade das uvas. Este impacto ocasiona uma ma qualidade dos vinhos
produzidos alterando a composi¢do, aumentando a presenca de compostos toxicos que afetam
as leveduras, inibindo o processo de fermentacio e diminuindo a intensidade de cor (Fedrizzi
et al,, 2011; Agudelo-Romero et al,, 2015). Assim como nas demais doengas fungicas, o uso
de fungicidas quimicos ¢ a principal estratégia no controle de controle da podridio-cinzenta
(Shtienberg, 2007; Molitor et al., 2012), entretanto, nas podriddes de cacho, além disso, re-
comenda-se utilizar medidas de manejo como desfolha, poda verde e adubacio nitrogenada
adequada (Wilcox, 2014). Contudo, o desenvolvimento de produtos de controle bioldgico tem
possibilitado novas possibilidades de manejo destas doencas com menor impacto ambiental.

Varias especies do fungo Trichoderma tém elevada capacidade de controle de fungos ha-
bitantes de solo e, em algumas situacdes, também destaca-se no controle de fungos causadores
de doencas da parte aérea. Neste sentido, a utilizacio deste agente de biocontrole poderia ser
realizada em viveiros no processo de produgio de mudas e também nos vinhedos.

Com relagio ao controle de fungos de solo, uma possibilidade para 0 manejo do pé-preto
¢ a utilizagio de Trichoderma spp. em viveiros e no momento do plantio. Na Africa do Sul,
Halleen et al. (2001) observaram que porta-enxertos inoculados com Trichoderma harzianum
apresentaram uma menor incidéncia de Cylindrocarpon spp. com resultados semelhantes aos
fungicidas utilizados. Além disto, observou um aumento na massa total de raizes nos porta
enxertos com presenca de T harzianum.

Adicionalmente, alguns trabalhos evidenciaram a possibilidade de controle de fungos
causadores de doengas de tronco na parte aérea das plantas de videira. Kexiang et al.
(2001), relataram que isolados de Trichoderma spp. foram eficientes sobre espécies de
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Botryosphaeria, colonizando ferimentos de poda. Estes efeitos do uso de Trichoderma spp.
também foram observados na redugdo das infecgdes de ferimentos por P chlamydospora
(Halleen; Foure, 2005). Pitt et al. (2010), relataram que o uso de Trichoderma reduziu a
incidéncia de colonizagdo do D. seriata em ramos de videiras com um ano. Em experimentos
in vitro, Di Marco et al. (2004) obtiveram resultados positivos em relacio 4 inibigio do
crescimento de P chlamydospora. Com base nesses resultados diversos produtos a base de
Trichoderma harzianum estio 4 disposicio de produtores na Africa do Sul, Australia e Nova
Zelandia. Estes produtos sio recomendados para controle de doengas causadas por Eutypa
lata, Chondrostereum purpureum e Phacomoniella chlamydospora. Na Franca produtos a
base de T atroviride recomendados para Eutypa lata, Botryosphaeria parva, B. obtusa, P
chlamydospora e Phaeoacremonium. Na Italia encontrase produtos com T asperellum e
T’ gamsii recomendados para P. chlamydospora, Fomitiporia mediterranea e P. aleophilum
(Bettiol et al., 2012).

Dentre as vantagens do uso de Trichoderma esta a capacidade de diversas estirpes coloniza-
rem a superficie de ferimentos, principalmente os danos causados durante a poda, penetrando
cerca de 1-2 em no interior da madeira e assim impedindo a entrada de patogenos associados
as doencas de tronco. Em experimentos em campo, Di Marco et al. (2004) observaram que o
T harzianum € capaz de permanecer na videira por até trés meses apos a aplicagio. Hunt et
al. (2001) isolaram Trichoderma spp. 8 meses apos a aplicagio em ferimentos sob condicdes
controladas, demonstrando a persisténcia do produto no lenho da videira. A eficiéncia da
protecio dos ferimentos por Trichoderma spp. depende da capacidade de colonizar estes locais
(John et al,, 2008), sendo também influenciado pela interacio com a videira, podendo ser
mais ou menos eficaz de acordo com a cultivar utilizada (Mutawila et al., 2011). A eficiéncia
do uso de Trichoderma também depende dos cuidados durante a aplicacio, o uso ¢ indicado
como tratamento preventivo, sendo recomendado realizar uma pré-diluigio do tratamento
entre 24 a 36 horas antes da aplicacio, favorecendo a germinagio dos esporos e obtendo uma
colonizacio mais rapida (Remedier, 2017).

Em revisio bibliografica feita por Elmer; Reglinski (2006) sdo relatados diversos trabalhos
demonstrando a eficiéncia de espécies de Trichoderma no controle de B. cinerea. Testes reali-
zados com 1solados e produtos ja formulados apresentaram controle equivalente a fungicidas
quimicos nos EUA, Nova Zelandia, Roménia e Chile.

Além do controle direto de fitopatdgenos utilizando espécies de Trichoderma, Perazzolli
et al. (2011) observaram que T harzianum foi capaz de induzir resisténcia em videira e ser efi-
clente no controle de mildio. Entretanto, verificou-se que a combinacio de estresses abidticos
(alta temperatura e déficit hidrico) afetou a indugio dos genes de resisténcia ao fitopatogeno
(Roatti et al., 2013).
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Uso de Trichoderma em videiras no Brasil

O uso de espécies de Trichoderma na agricultura tem sido na sua maioria para controle
de fitopatogenos de solo, onde este agente de biocontrole expressa melhor suas caracteristicas.
Entretanto, em algumas culturas e doengas, este agente de biocontrole tem sido utilizado para
controle de doengas de parte aérea.

Apesar da ocorréncia de alguns nematoides na cultura da videira (Gomes et al., 2009) e
do registro de produtos biologicos atualmente ser vinculado somente ao alvo biologico, o que
tornaria possivel a utilizagio destes produtos nesta cultura, 0 manejo de nematoides nesta
cultura nio tem sido realizado utilizando produtos a base de Trichoderma.

Na videira, uma possibilidade de utilizacio de espécies de Trichoderma é para o controle
de fitopatogenos habitantes de solo causadores de doencas como fusariose (F. oxysporum
f.sp. herbemontis) e Pé-preto (Cylindrocarpon spp., Campylocarpon spp., Ilyonectria spp.,
Dactylonectria spp., entre outros). Apesar de ainda ndo existir produtos registrados para estes
alvos bioldgicos no Brasil, alguns trabalhos tém sido feito por pesquisadores visando verificar
a eficiéncia de Trichoderma contra estes fungos. Nesta mesma linha, trabalhos também tém
sido realizados para o controle de doengas de tronco e de parte aérea como podridio-descen-
dente, doenca de Petri e esca.

Ainda na parte aérea, uma possibilidade de uso que tem sido estudada é para o controle
de podriddes de cacho da videira, como por exemplo podridio-cinzenta.

Capacidade e variabilidade no antagonismo in vitro

Alguns resultados de pesquisa evidenciaram a eficiéncia de Trichoderma harzianum
para utilizagio na produgio de mudas de videira em substrato em mudas e no plantio em
campo para controle de pé-preto. Tonello et al. (2016a) relataram que o uso de Trichoderma
harzianum (Isolado IBLF 006, 1 x 10" UFC/g de produto, Ecotrich, Ballagro Agro Tecnologia
Ltda) levou  inibicio de isolados de ‘Cylindrocarpon’spp., variando de 25,6 a 41,9% (Figura
1). Essa variabilidade esta associada a capacidade de antagonismo, competicio por nutrientes
no ambiente e micoparasitismo (Figura 2)

Esta variabilidade também pode estar associada a velocidade de crescimento do fitopato-
geno, como pode ser observado na Figura 3, onde os 1solados testados apresentaram diferentes
velocidades para atingir o crescimento maximo.

Em trabalho realizado por Heckler (2015) utilizando diferentes produtos
a base de Trichoderma para o controle de pé-preto em videira (diferentes isolados
de C. pseudofasciculare da Serra galcha), foi observado que os produtos testados
foram eficientes na reducio do crescimento micelial. Todos as espécies/isolados de
Trichoderma presentes nos produtos foram capazes de inibir o crescimento micelial,
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com valores variando de 41,1 a 44,5% para inibicio direta e de 50,9 a 67,5% para
produgio de metabolitos volateis. Santos et al. (2016) observaram efeito semelhante
de produtos a base de Trichoderma spp. na inibicio de crescimento micelial in vitro
de D. macrodidyma. Estes autores também observaram maiores valores de inibigio
por metabélitos volateis produzidos por Trichoderma spp., variando de 48,8 a 66,3%,
quando comparado aos observados pela inibigio direta (36,8 a 43,1%).
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Figura 1. Redugdo de crescimento micelial (%) de isolados de Cylindrocarpon spp. por Trichoderma
harzianum.

Fonte: Tonello et al., 2016a.

‘Foms: Julio César Tonello

Figura 2. Efeito do confronto direto de Cylindrocarpon spp. e Trichoderma harzianum: (A)
Somente o fungo Cylindrocarpon spp. (Cyl) e (B) Cylindrocarpon spp. e T. harzianum (Thar). A area
demarcada de vermelha indica presenga de pontos de esporulacio de T harzianum sobre o micélio de
Gylindrocarpon spp.
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Figura 3. Evolugio do crescimento micelial (mm) de isolados de Cylindrocarpon spp. (Cyl 84, Cyl
176, Cyl 88 e Cyl 650) em confronto direto com Trichoderma harzianum.
Fonte: Tonello et al., 2016a

A eficiéncia do uso de T harzianum in vitro também foi verificado por Rusin (2017) em
testes de antagonismo com L. theobromae, L. brasiliense isolados a partir de videiras sintoma-
ticas do Nordeste Brasileiro e B. dothidea obtido em vinhedo da Serra gaucha (Figura 4). Por
confronto direto o T harzianum proporcionou reducdes de crescimento entre 24,6 e 62,2%
para os isolados do género Lasiodiplodia e 18,8% para o isolado do género Botryosphaeria.
No mesmo trabalho, o efeito dos metabélitos volateis de T harzianum nio foi observado,
indicando que a eficiéncia deste produto para os isolados testados ¢ dada pela competicio.

Fotos: Carine Rusin

Figura 4. Efeito do confronto direto de Lasiodiplodia theobromae e Trichoderma harzianum: (A) So-
mente o fungo L. theobromae (Ltheo) e (B) L. theobromae e T harzianum (Thar). A area demarcada de
vermelha indica presenca de pontos de esporulacio de T harzianum sobre o micélio de L. theobromae.
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Eficiéncia e formas de utilizagio de Trichoderma spp. em videira

O uso de produtos a base de Trichoderma na viticultura pode ser feito em diferentes etapas
do processo produtivo e do ciclo da planta. De maneira geral, a principal estratégia é utilizar
este agente de biocontrole para protecio de ferimentos feitos na planta, desde o sistema radi-
cular até a parte aérea.

Em trabalho realizado por Heckler (2015) utilizando diferentes produtos a base de
Trichoderma para o controle de pé-preto em mudas de videira, foi observado que os produtos
testados foram eficientes na redugdo do reisolamento de C. pseudofasciculare e no aumento
da massa seca do sistema radicular. Todos os produtos demonstraram eficiéncia similar em
reduzir o percentual de reisolamento, entre 14,4 a 26,4%. De forma diferente, Santos et al.
(2016) ndo observaram redugdo no reisolamento de Dactylonectria macrodidyma em mudas
de videira inoculadas.

Cabe ressaltar que forma de aplicacio de produtos 4 base de Trichoderma é muito im-
portante para obtengio de melhores resultados, pois este fungo tem a fungio de proteger o
sistema radicular das plantas (Guzman-Guzmén et al,, 2018). E fundamental que o agente de
biocontrole faca a protecio da planta antes que o fitopatdgeno esteja na superficie da planta,
Mutawila et al. (2011) observaram que a aplicacio de T harzianum nos ferimentos de poda
antes da inoculacio do fungo P. chlamydospora proporcionou o melhor resultado de controle.
No caso do trabalho de Heckler (2015) e Santos et al. (2016), a aplicacio dos produtos foi
realizada em mistura no substrato e os fitopatogenos foram aplicados na superficie do sistema
radicular.

Com a estratégia de aplicacio de Trichoderma mergulhando as raizes de mudas de videira
2 a 3 horas em preé-plantio (Figura 5) e, posteriores aplicagdes com regas mensais, Tonello
et al. (2016b) observaram que o aumento da presenga do agente de biocontrole nas raizes
proporcionou redugio no reisolamento de Cylindrocarpon sp. apds um ano no porta-enxerto
[AC-572 Tales’. No porta-enxerto ‘SO4’ foi observado uma menor presenca do agente de bio-
controle nas raizes mesmo nas maiores doses, o que refletiu em percentual maior de presenca
de Cylindrocarpon sp. (Figura 6).
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Fotos: Jilio César Tonello

Figura 5. Diferentes formas de aplicagdo de Trichoderma para controle de fitopatogenos habitantes do
solo em videira. (A) Mergulhando as raizes pré-plantio e (B) rega das plantas proximas.
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Figura 6. Redugio da ocorréncia de Pé-preto utilizando diferentes doses Trichoderma harzianum em
porta-enxertos [AC-572 Tales’ e ‘SO4’.
Fonte: Tonello et al., 2016b.

A eficiéncia de um produto comercial a base de T harzianum na protegio de ferimentos
fo testada por Rusin (2017) em mudas das cultivares-copa de videira Bordd (Vitis labrusca)
e Syrah clone 174 (Vitis vinifera), ambas enxertadas sobre ‘Paulsen 1103’. Seguindo a meto-
dologia de Diaz; Latorre (2013), as mudas foram podadas, no local do ferimento da poda foi
aplicado o tratamento com o auxilio de uma micropipeta, aplicando-se 2mL da solugio de
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4 gL' de produto comercial a base de T harzianum por ferimento (Figura 7), 24 horas apos
aplicagdo dos tratamentos, as videiras foram inoculadas com discos miceliais de B. dothidea
(isolado 164) e L. theobromae (isolado 307). Avaliando comprimento de descoloragio vascular
interna, percentual de reisolamento do patogeno e condicdes fisiologicas das videiras. Os
experimentos foram realizados em periodo vegetativo e de dorméncia das plantas.

Fotos: Carine Rusin
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Figura 7. Aplicagio de T harzianum com micropipeta em plantas em dorméncia (A, B) e em poda
em verde (C). A area demarcada de vermelha indica o ferimento realizado com tesoura no momento
da poda.
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Em videiras cv. Syrah (Figura 8) e Bord6 inoculadas com L. theobromaehouve a reducio do
percentual de reisolamento do patogeno. Quando inoculado com B. dothidea o Trichoderma
foi eficiente em videiras cv. Bordd. Em ambos os experimentos, reisolou-se T harzianum nas
plantas tratadas, 8 ¢ 5 meses apos a inoculagio. O uso de T harzianum demonstrou-se uma
opgio eficaz na protecio de ferimentos de ambas as cultivares, proporcionando reducio nos
niveis de infecgdo e ndo alterando as condicdes fisiologicas da planta.
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Figura 8. Descoloracio vascular interna (mm) e porcentagem de reisolamento aos 5 meses depois da
inoculacio, apds a poda de inverno, de B. dothidea em mudas de videiras cv. Syrah. “Médias seguidas
pela mesma letra ndo se diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Guarapuava - PR, 2017.

Outra possibilidade da utilizacio de Trichoderma spp. seria para o controle de podriddes
de cacho. Almanca et al. (2013b) observaram que um isolado de Trichoderma foi eficiente
na reducio da incidéncia de podridio-cinzenta da uva em cachos da cultivar Tempranillo,
quando comparada a aplicagdes feitas com fungicidas quimicos registrados para esta doenga.
Nio foi observada diferenca na severidade da doenca.

Baseado em revisio de literatura ¢ listado na Tabela 1 sio apresentadas as possibilidades de
utilizacio de produtos & Trichoderma em videira.
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Tabela 1. Possibilidades de utilizagio de produtos a base de Trichoderma spp. em videira, conforme
0 local e a ocorréncia das doencas.

Forma de Doenga  Pé- Podridio E Podridio

Lol utilizagio dePetri  preto  descendente cinzenta D
Substrato X Heckler, 2015, Tonello et al. 2016a
Di Marco et al., 2004; Fourie; Halle-
Hidratagio de X en, 2004, 2006; Halleen; Fourie
raizes 2016; Pertot et al., 2016; Tonello et
al,, 2016b
Rega no solo X Tonello et al., 2016b
Viveiro
Protegio de . .
. Fourie et al., 2001; Mutawila et al.,
ferimentosem X X X 2011; Heckler, 2015
mudas
Protegio de
ferlmeqtos X X X Mutawila et al., 2011; Rusin, 2017
no plantio de
mudas
Hidratagio de X Mounier et al., 2014; Tonello et al.
raizes 2016b; Berlanas et al., 2018
Rega no solo X Tonello et al., 2016b
Protecio de Di Marco et al., 2004; Halleen;
Vinhedo fer'me(i;qtos de X X X Fourie, 2005; Kexiang et al., 2001;
! s Ditt et al., 2010; Mutawila et al.,
P 2011; Rusin 2017
Aplicagio no
florescimento X Almanga et al., 2013b
e cachos

Consideracdes finais

Até o momento no Brasil diversos trabalhos tém sido realizados buscando viabilizar a
eficiéncia do uso de Trichoderma spp. em viveiros e vinhedos. Os resultados obtidos em
ensaios 1n vitro com isolados e com produtos comerciais disponiveis para outras culturas, tém
demonstrado que é possivel a utilizagio na cultura da videira. Entretanto, o que se observa ¢
a necessidade de registro de produtos mais especificos para os fitopatdgenos causadores das
doengas nessa cultura. Ainda sio necessarios o desenvolvimento de projetos para a otimizagio
de resultados, tornando o uso de Trichoderma na cultura da videira mais eficiente no manejo
sustentavel de doencas.
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Introducio

O setor florestal tem uma grande importancia para a economia brasileira, especialmente
nos setores de celulose, papel, movets, painéis e energta, com uma participagio no PIB de 1,2%
(IBA, 2017) ¢ geracio de 3,7 milhdes de empregos (diretos, indiretos ¢ resultantes do efeito
renda). Alem disso, a oferta de mateéria-prima oriunda de florestas plantadas ajuda na redugio
da pressio sobre as florestas nativas (Scolforo; Ferraz Filho, 2013).

As espécies florestais mais plantadas no Brasil sio o eucalipto (Eucalyptus spp.), com qua-
se seis milhdes de hectares, distribuido em quase todo o Brasil, seguido do pinus (Pinus taeda
e P elliottir) com cerca de dois milhdes de hectares, mais limitado a regido Sul. Além destas
espécies temos a seringueira (Hevea brasiliensis (Wild. ex. A. Juss) Mell. Arg.), com 229.000
ha, accia-negra (Acacia mernsii Wild.), com 160.000 ha, parica (Schizolobium amazonicum
Huber ex Ducke), com 90.000 ha, teca (Tectona grandis L. £;), com 87.000 ha e o alamo (Po-
pulus deltoides) com 4.200 ha. Temos também as espécies florestais ndo madeireiras como a
erva-mate (llex paraguariensis A. St Hil.), com 98.000 ha (IBA, 2017) e a pupunheira (Bactris
gasipaes Kunth. var. gasipaes Henderson), com 20.000 ha (Penteado Junior et al., 2014).

Devido 4 importincia socioecondmica que essas culturas apresentam, torna-se necessario
maior atencio para seus problemas fitossanitarios, a fim de que estes ndo venham a limitar seus
cultivos no Brasil. Algumas doencas tém causado danos significativos e ha poucas pesquisas
na area florestal buscando estratégias alternativas de controle, especialmente com medidas de
controle biologico. Assim, neste capitulo serdo discutidos oito estudos de caso, com énfase
para o controle biologico utilizando Trichoderma em alguns patossistemas florestais, conforme
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segue: Rosellinia bunodes x alamo, Phytophthora palmivora x pupunheira, Armillaria sp. x
pinus, Fusarium spp. x erva-mate, Lasiodiplodia theobromae x teca, Rhizoctonia solani x
eucalipto, Cylindrocladium spp. x eucalipto e Fusarium spp. x sementes de pinus.

Estudos de caso

Roseliniose do dlamo

A roseliniose do alamo é considerada uma doenca relativamente nova no Brasil, sendo
relatada pela primeira vez em plantios comerciais no Estado do Parana no ano de 2010 (Santos
et al,, 2017). O agente causal é o fungo R. bunodes (Berk. et Br.) Sacc., patdgeno habitante do
solo que possui capacidade anaerdbica, sobrevivendo durante anos em materiais vegetais em
decomposicio (Hoopen; Krauss, 2006). Este ascomiceto penetra nas raizes de seus hospedei-
ros, causando podriddes (Santos et al., 2017). Os sintomas reflexos, como o amarelecimento, a
murcha das folhas e o secamento de ramos tornam-se visiveis em até 14 dias ap6s a inoculagio
de mudas de 4lamo com o fitopatogeno (Kleina et al., 2018). A rapida colonizacio das raizes
pelo fungo reduz o transporte de seiva para a parte aérea, culminando com a morte prematura
do vegetal. A temperatura ideal para o crescimento micelial de R. bunodes se situa proxima a
24 °C (Kleina et al., 2018).

R. bunodes produz peritécios lisos e escuros, contendo em seu interior ascosporos uni-
celulares (Hoopen; Krauss, 2006), no entanto, sio dificeis de serem encontrados nas arvores
afetadas. A reprodugio assexual ocorre por meio de conidios, relatado como sendo do género
Dematophora (Sivanesan; Holliday, 1972). As hifas de R. bunodes apresentam inchacos pi-
riformes nos septos (Figura 1A), que podem se agregar formando rizomorfas (Figura 1B). R.
bunodes ocorre preferencialmente em regides tropicais, com relatos na América Central e do
Sul, Oeste da Africa e na Asia (Hoopen; Krauss, 2006).

Fotos: Heloisa Thomazi Kleina

a3

Figura 1. A) Hifa de R. bunodes com septos piriformes (seta) em aumento de 400x; B) Rizomorfas de
R. bunodes (seta) nas raizes de mudas de alamo. Colombo (PR), Brasil.
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Por se tratar de um fungo generalista, Rosellinia é capaz de infectar uma ampla gama de
hospedeiros. Waterston (1941), Saccas (1956) e Aranzazu et al. (1999) listaram a sua ocorrén-
cla em culturas de importancia econémica, como o abacate (Persea americana Mill), espécies
de bananas triploides (Musa spp.), café (Coffea sp.), cacau (Theobroma cacao L.), lima (Citrus
aurantifolia Christm. Swingle), noz-moscada (Myristica fragrans Houtt.), mandioca (Manihot
esculenta Crantz), macadimia (Macadamia integrifolia Maiden & Betche), inga (Inga spp.), além
de plantas ornamentais, como a corticeira (Erythrina sp.). Na area florestal, Rosellinia sp. ja foi
relatada em araucéria (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) (Auer; Grigoletti, 1997) e em er-
va-mate (lex paraguariensis A. St. Hil.) (Grigoletts; Auer, 1996). A roseliniose pode se manifestar
em qualquer fase do desenvolvimento do hospedeiro, podendo atacar plantas jovens e adultas.

A utilizagio de controle cultural, como a erradicacio de plantas doentes e a remocio de
residuos lenhosos em decomposigio sio as tnicas opgdes de controle para esta doenca (May-
De-Mio et al,, 2016). Contudo, estas medidas nio sio suficientes para reduzir o potencial de
indculo do patdgeno no solo.

Na busca de estratégias alternativas de controle, o uso do controle biologico vem de en-
contro com as necessidades desse sistema. Em ensaios in vitro utilizando o fungo antagonista
Trichoderma sp., Thomazi (2015) evidenciou a inibigio do crescimento micelial de R. bunodes
utilizando os métodos de culturas pareadas, liberacio de compostos volateis e ndo volateis. Den-
tre os métodos utilizados nesta pesquisa, a liberagio de compostos volateis foi a mais eficiente,
apresentando uma redugdo média de 59% do crescimento micelial de R. bunodes, seguida
de 27% e 24%, para o teste de culturas pareadas e compostos nio volateis, respectivamente.
Diversos autores também constataram respostas inibitorias pela agio de Trichoderma spp. no
crescimento micelial de diferentes espécies de Rosellinia (Sztejnberg et al., 1987; Ruano-Rosa et
al,, 2010). Pasini et al. (2016) relataram que o crescimento micelial in vitro de R. necatrix dimi-
nuiu apds o segundo dia de pareamento com o isolado de T atroviride, sendo que a0 7° dia a
porcentagem de inibigio do crescimento radial do fitopatogeno atingiu 54%.

Em experimentos 1n vivo, mudas de 4lamo plantadas 14 dias apds a infestacio do substrato
com R. bunodes e T asperellum apresentaram a menor incidéncia da doenca (Figura 2) e a
menor area abaixo da curva de progresso da doenca relativa (Figura 3) (Thomazi, 2015). Esta
resposta pode estar relacionada ao maior tempo de exposigio entre o agente antagonista € o
patogeno no substrato, sem a presenca do hospedeiro, 0 que gera uma interagio competitiva
por recursos especificos, como agua, nutrientes, espaco e luz (Thomazi, 2015). Além disso, essas
condigdes podem favorecer o micoparasitismo (Vinale et al., 2008), provocando uma reducio
da densidade de indculo de R. bunodes, devido alteracdes em fatores determinantes da doenca,
como o crescimento, a infectividade e a agressividade (Pariaud et al., 2009) e a redugdo do
potencial de inoculo.



524 Trichoderma: uso na agricultura

100 H
—&— Testemunha

—0o— Tl
T2
0l —=—T13

" r/"

20 4

Incidéncia (%)

" : ¥ 5

Dias apos a infestagio do substrato
Figura 2. Incidéncia (%) da roseliniose em mudas de 4lamo mantidas sob diferentes tratamentos:
Testemunha: mudas plantadas em substrato contendo somente R. bunodes; Tratamento 1: mudas
plantadas no mesmo dia da adicio de R. bunodes e T asperellum ao substrato; Tratamento 2: mudas
plantadas sete dias apds a adi¢do de R. bunodes e de T. asperellum ao substrato; Tratamento 3: mudas
plantadas 14 dias apos a adigio de R. bunodes e de T. asperellum ao substrato. As barras representam
o erro padrio. Colombo (PR), Brasil.
Fonte: Thomazi, 2015.
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Figura 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca relativa (AACPDR) para mudas de alamo
plantadas em substrato infestado com R. bunodes e Ta sperellum. Testemunha: mudas plantadas em
substrato contendo somente R. bunodes; Tratamento 1: mudas plantadas no mesmo dia da adigio de
R. bunodes e de T asperellum ao substrato; Tratamento 2: mudas plantadas sete dias apos a adicio
de R. bunodes e de T asperellum ao substrato; Tratamento 3: mudas plantadas 14 dias aps a adicio
de R. bunodes e de T. asperellum ao substrato. Colombo (PR), Brasil, 2014. *As médias seguidas pela
mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Colombo (PR), Brasil.

Fonte: Thomazi, 2015.
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Podridio da base do estipe da pupunheira

A podriddo da base do estipe (PBE) causada por P. palmivora ocorre em plantas jovens e
adultas de pupunheira, sendo frequente em viveiros e plantios de pupunheira (Bactris gasipaes
Kunth. var. gasipaes Henderson) (Santos et al., 2008). As plantas doentes distribuem-se espar-
samente nos plantios e os sintomas caracterizam-se pela murcha e amarelecimento da primeira
folha aberta, seguido do amarelecimento e seca das demais folhas, podendo provocar a morte
da planta-mie e, as vezes, dos perfilhos e de toda a touceira. Ao se realizar cortes longitudi-
nais e transversais das plantas sintomaticas é possivel observar o escurecimento dos tecidos
internos e podriddo generalizada do estipe (Santos et al., 2008) (Figura 4). Uma s6 espécie de
Phytophthora tem sido associada com 4 doeca, P, palmivora Butler Butler (1919) (Volpe, 2016).

Até o momento, nio se dispde de medidas efetivas de controle curativo da PBE. Os
genotipos comerciais ndo sio resistentes (Fuzitani et al,, 2018), assim como o uso do fosfito
de potassio tem-se mostrado efetivo apenas quando aplicado preventivamente (Fuzitani et al,

Fotos: Eduardo Jun Fuzitani; Wilson da Silva Moraes.

Figura 4. Sintomas externos da podridio da base do estipe em muda de pupunheira (A) e em planta
jovem (B e C); sintomas internos na base do estipe em plantas jovens, apos corte longitudinal (D).
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2013) e apenas pesquisas com controle curativo usando fungicidas sdo promissoras (Moraes
et al,, 2011). No entanto, a pupunheira se sobressai sobre todas as espécies produtoras de pal-
mito, pois permite a comercializacio in natura e o sistema de producio demanda baixo uso
de produtos quimicos (Santos et al., 2008; Penteado Junior, et al.,, 2014). Diante disso, uma
medida alternativa é a utilizagio do controle biologico com o fungo Trichoderma. Em varios
patossistemas (Teixeira et al.,, 2012; Nashwa et al. 2008; Lisboa et al., 2007) tem sido relatado
0 sucesso deste fungo antagonista.

Na pupunheira, hi poucos estudos realizados com a PBE (Fuzitani, 2018). No entan-
to, as pesquisas conduzidas por Fuzitani (2018) demonstraram o potencial de controle de
Trichoderma in vitro, em mudas e plantas adultas. Em estudos in vitro, isolados comerciais
de T harzianum e T, asperellum reduziram o crescimento micelial de isolados P. palmivora
de pupunheira em até 94% (Fuzitani, 2018). As aplicacdes preventivas de T harzianum e T,
asperellum proporcionaram menor incidéncia da doenca e maior sobrevivéncia de mudas,
alem do efeito adicional em altura, didmetro do colo e no peso fresco das raizes. Em plantas
adultas, as touceiras sintomaticas tratadas com Trichoderma mostraram redugio da incidéncia
e severidade da doenca (Fuzitani, 2018).

Armilariose do pinus

A armilariose causada por Armillaria sp. ¢ considerada a principal doenca em pinus
(Pinus spp.) no Brasil (Auer; Santos, 2016), tendo sida relatada pela primeira vez em raizes
de plantulas jovens de Pinus elliottii no Estado de Paran e Santa Catarina no ano de 1961
(May, 1962). O agente causal ¢ o fungo Armillaria (Fr.) Staude, patogeno habitante de solo
que requer quantidades significativas de substrato energetico para a sua sobrevivéncia (Ferreira,
1989). Este basidiomiceto provoca o apodrecimento da casca, do colo e das raizes das plantas,
sendo facilmente diagnosticado pela exsudagdo de resina que se solidifica nos drgios atacados.
Na parte aérea, os sintomas sio caracterizados pelo amarelecimento geral da copa, seguido
pelo bronzeamento e secamento das aciculas, semelhante ao que ocorre com outras podriddes
de raizes (Gomes, 2005). A morte prematura da planta ocorre somente quando o sistema radi-
cular se encontra comprometido pela colonizagio do patogeno (Gomes, 2005). A severidade
da doenca ¢ maior em 4rvores que se encontram debilitadas pela acio de fatores bidticos e
abioticos, como a ma formagcio do sistema radicular e o manejo inadequado (Ivory, 1987).

O género Armillaria caracteriza-se pela formagio de basidiocarpos, que sio corpos de
frutificacio que se formam nas areas adjacentes ou sobre arvores mortas ou restos de madeira
em decomposigio (Gomes, 2005). Essas estruturas sio responsaveis pela producio de basidi-
osporos que, quando disseminados pelo vento, do origem a doenca (Figura 5A). A infecgio
também pode ocorrer pela formagdo de micélio ou rizomorfas (Figura 5B), presentes em restos
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vegetais lenhosos como tocos, galhos ou raizes (Ferreira, 1989). A temperatura 6tima de cres-
cimento micelial para esse patogeno situa-se em torno de 25 °C (Rishbeth, 1968). Por outro
lado, o desenvolvimento de rizomorfas ocorre a 22 °C (Gomes, 2005).

Trinta e cinco espécies de Armillaria ja foram descritas (Volk; Burdsall , 1995; Kirk et al,,
2008), sendo que 10 sdo encontradas na Ameérica Central e do Sul (Pegler, 2000). A distribuicio
geografica desse fungo fica restrita aos locais com temperaturas amenas, ocorrendo em menor
intensidade em regides de clima subtropical (Rishbeth, 1968; Risbeth, 1978). O género
Armillaria possui uma ampla gama de géneros de hospedeiros florestais (Abies, Acacia, Acer,
Alnus, Araucaria, Betula, Castanea, Chamaecyparis, Criptomeria, Cupressus, Fagus, Juglans,
Juniperus, Larix, Libocedrus, Morus, Platanus, Pinus, Populus, Pseudotsuga, Quercus, Robinia,
Sequoia, Thuya, Tsuga), também sendo relatado em frutiferas (ameixa, banana, cerejeira, citros,
macieira, nogueira, oliveira, pereira e videira) e em plantas ornamentais (rododendro e azaléia)
(Auer et al,, 2004). No Brasil, Armillaria sp. foi constatada em Pinus spp., Araucaria sp. e
Eucalyptus sp., nos estados da Regido Sul e Sudeste (Auer; Santos, 2016). A armilariose pode
afetar tanto as plantas jovens de pinus (inferior a 5 anos), quanto arvores adultas (acima de 15
anos), comprometendo todo o ciclo produtivo (Gomes, 2005).

O controle da armilariose em plantacdes de Pinus spp. se baseia em praticas de erradica-
¢io, como a destoca e o recolhimento de restos vegetais, visando minimizar a quantidade de
indculo presente na area para o proximo plantio (Ivory, 1987). Contudo, 0 uso dessas técnicas
de limpeza sio demoradas, onerosas e nio podem ser aplicadas em locais que apresentem
topografica acidentada. Em vista disso, o controle biologico desponta como uma alternativa
de controle (Fox, 2000; Valdebenito-Sanhueza, 2003).

Fotos: Celso Garcia Auer

Figura 5. A) Basiocarpos de Armillaria sp. formados em rvores mortas de Pinus elliottii var. elliottil.
B) Rizomorfas externas de Armillaria sp., sobre a casca de 4rvore pronta para a disseminagdo pelo solo.
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Gomes; Auer (2003) ao avaliarem o antagonismo in vitro de T viride e Armillaria sp.,
relataram que embora T viride tenha demonstrado uma rapida colonizacio do micélio de
Armillaria através do micoparasitismo, nio foi possivel constatar uma redugio significativa
da biomassa seca do patogeno ao final do experimento. Segundo Aytoun (1953) citado por
Raziq (2000), o grau de micoparasitismo in vitro de Armillaria por Trichoderma pode variar
de acordo com o pH do meio. Faixas mais acidas de pH (pH 3,4) favoreceram o micoparasi-
tismo entre essas espécies, entretanto, em pH mais proximos a neutralidade (pH 7,0) inibiram
0 antagonismo.

Em ensaios de campo, diversos sio os exemplos do controle integrado (quimico + biolo-
gico) de Armillaria citados na literatura. Munnecke et. al. (1973) verificaram que a fumigacio
com bissulfito de carbono e brometo de metila reduziram o crescimento de Armillaria, por ou-
tro lado, T viride se mostrou mais tolerante aos quimicos e mais adaptavel as condi¢des ambien-
tais adversas ao patogeno, sendo capaz de desenvolver uma acio antagonista contra Armillaria
(Munnecke et al., 1981). Gomes (2005) demonstrou uma redugio do avango da armilariose em
plantios jovens de pinus (menos de dois anos de idade) usando graos de trigo colonizados por T/
viride em associagdo 4 aplicacio de formaldeido (2%). T viride também apresentou capacidade
antagbnica ao crescimento de Armillaria em segmentos de raizes artificialmente fumigados com
bissulfito de carbono (Bliss, 1951 citado por Gomes, 2005). O mesmo autor ainda confirma que
0 patogeno foi eliminado, ndo pela aio fungicida do produto quimico, mas sim pelo aumento
da populagio de Trichoderma sp. no solo. Em resumo, os fungos antagonistas devem ser
estimulados a aumentar sua populagio e se estabelecer no solo tratado, tornando-se provaveis
agentes de biocontrole contra microrganismos fitopatogénicos (Razig, 2000).

Fusariose da erva-mate

A fusariose, causada por Fusarium spp., ¢ a principal doenca da erva-mate (Ilex
paraguariensis A. St-Hil) no Brasil. As espécies de maior ocorréncia sio F oxysporum
Schlecht. e F. solani (Mart.) Sacc., juntamente com F. tricinctum (Corda) Sacc,, este ltimo
menos frequente. Os sintomas reflexos na parte aérea sio caracterizados pelo amarelecimento
e queda excessiva das folhas, estagnagio do crescimento, morte parcial e, em casos mais graves,
morte prematura da planta (Poletto et al.,, 2006; Poletto et al., 2007). A podridio de raizes
pode ocorrer tanto em sementeiras, como em mudas recém-plantadas, comumente chamadas
de damping off de pré e pds emergéncia (Poletto et al., 2005; Poletto et al., 2006; Poletto et
al., 2007). Se ndo for controlada, a doenga pode se manifestar na forma de reboleira, atingindo
areas maiores no plantio (Poletto, 2010).

O fungo mitospérico Fusarium spp. é considerado habitante do solo e esta presente nas
mais distintas regides geograficas, principalmente em regides tropicais e subtropicais (Burgess
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et al,, 1996), podendo sobreviver por longos periodos na forma de clamiddsporos (Milanesi,
2009). Devida a diversidade relacionada a atributos fisiologicos, morfoldgicos e ecologicos, o
género Fusarium ¢ conhecido pela ampla variabilidade genética (Burgess et al., 1996; Oliveira;
Costa, 2002), podendo causar doencas em diversos hospedeiros de importancia econdmica,
como grios (podridio radicular vermelha em soja causada por F. solani; Giberella em trigo
e milho causada por diferentes membros do complexo de espécies F graminearum (FGSC),
frutiferas (mal-do-panama da bananeira causado por F. oxysporum f. sp. cubense; malforma-
¢io da mangueira causada por F magiferae) e olericolas (murcha-de-fusario em tomateiro
causado por E oxysporum f. sp. lycopersici) (Michereff et al,, 2005). Em espécies florestais,
esse patogeno ¢é responsavel por diversas podriddes de raizes, causando sintomas de dampin-
goff de pré e pos-emergéncia e redugdo da germinacio de sementes em viveiros de coniferas
(Martin-Pinto et al., 2008), como o pinus (Maciel et al., 2013).

As especies de Fusarium produzem macroconidios hialinos, geralmente septados e os
microconidios podem apresentar-se de diferentes formas: ovais, reniformes, obovoides, com
a base truncada, piriformes, napiformes ou globosos. Os clamidésporos podem ser presentes
ou ausentes (Hawksworth et al,, 1995). A temperatura 6tima de crescimento micelial para
esse patdgeno situa-se em torno de 25 °C em luz continua, ja a esporulacio ocorre a 30 °C
no escuro (Singh et al., 2017). Areas com elevada incidéncia luminosa, alto teor de matéria
orginica no solo e umidade excessiva favorecem a populacio de Fusarium spp., agravando a
doenga (Poletto, 2008).

O manejo preventivo da fusariose da erva-mate baseia-se na desinfestagio do substrato e
na drenagem das 4reas, a fim de evitar o acimulo de dgua no solo. A retirada de plantulas
sintomaticas também ¢é utilizada como uma forma de conter a disseminacio do patdgeno.
Apos a deteccdo da doenca no campo, o controle quimico foi relatado por Grigoletts; Auer
(1996) como sendo pouco eficiente.

Em experimentos in vitro, Poletto (2008) concluiu que isolados de Trichoderma sp. foram
eficientes na supressio de Fusarium sp., impedindo quase que totalmente o crescimento do
patogeno. No entanto, em experimentos de biocontrole em ervais contaminados pela fusario-
se, este autor verificou que a introducio de produtos comerciais 4 base de Trichoderma no
solo nio foi eficiente no estabelecimento de uma populacio antagonista significativa para a
supressio do patdgeno. Algumas hipoteses que explicam o insucesso do tratamento foram
levantadas pelo autor, como a viabilidade e adaptagio do antagonista a0 meio inserido (pH,
nutrientes, temperatura e umidade desfavoraveis ao agente benéfico), a presenca de exsudatos
radiculares da erva-mate e a auséncia de inoculagdes frequentes de Trichoderma na area. Estu-
dos adicionais precisam ser realizados para melhorar o conhecimento sobre o comportamento
do antagonista no ambiente dos ervais.
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Cancro-da-teca

As principais doengas que afetam a cultura da teca sio a ferrugem (Olivea tectonae),
murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) e o cancro-da-teca causado por Lasiodiplodia
theobromae (Caldeira et al., 2014; Borges et al., 2013).

L. theobromae ¢ um fitopatdgeno cosmopolita, polifago e oportunista, com pouca espe-
clalizagio patogénica (Punithalingam, 1980). Alem da teca, L. theobromae ataca varias espécies
perenes, como cacau, eucalipto, manga e seringueira causando sintomas de murcha, cancro,
podridio basal de frutos e do tronco, secamento, morte dos ramos e morte da planta (Cardoso
et al., 1998).

O controle quimico para este tipo de doenga utilizado isoladamente é pouco eficiente,
necessitando da adocio de outras medidas de controle para o manejo da doenga. Devido a
iss0, Borges et al., (2018) avaliou o efeito in vitro e in vivo de diversos isolados de Trichoderma
spp. no controle do cancro-da-teca. No teste in vitro, os isolados de Trichoderma spp. inibiram
o crescimento micelial de alguns isolados de L. theobromae. Quando esses isolados foram ava-
liados in vivo, de forma preventiva, observou-se variacio nos niveis de controle, dependendo
do isolado de L. theobromae e da interagio antagonista-clone. Novas pesquisas precisam ser
realizadas para elucidar estes questionamentos.

Mela-de-rhizoctonia do eucalipto

A melade-thizoctonia, causada pelo fungo Rhizoctonia solani Kithn (Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk é um dos principais patogenos que ocorrem na cultura do eucalipto
(Eucalyptus spp.). A doenga se inicia nas folhas de ramos rasteiros, por meio de crescimento
micelial epifitico a partir de solo infestado. Posteriormente, ataca as folhas de ramos superio-
res, causando a queima ascendente na copa (Kunieda-Alonso et al., 2005). Mudas produzidas
por meio de estaquia em casa de vegetagio sio vulneraveis a incidéncia de R. solani causando
apodrecimento de estacas durante o enraizamento (Sanfuentes et al., 2002).

Atualmente nio existe fungicidas registrados para a controle de R. solani na eucaliptocul-
tura. Além disso, os fungicidas possuem baixa eficiéncia de controle impossibilitando o seu
uso na propagacdo clonal de Eucalyptus spp. (Silveira, 1996). Com isso, estudos de controle
biologico utilizando espécies de Trichoderma podem ser promissores.

O efeito da incorporacio no solo de jardim clonal de isolados de antagonistas e de com-
postos de casca e folhas de eucalipto, visando 4 supressio de Rhizoctonia spp. foi avaliado
para buscar o controle da mela-de-thizoctonia. T inhamatum, e alguns tipos de compostos de
casca de eucalipto apresentam potencial para serem utilizados na supressio de Rhizoctonia
spp. em solos de jardim clonal de eucalipto (Sanfuentes et al., 2002). Um sistema para o encap-
sulamento de T" inhamatum em granulos de alginato de sodio foi avaliado para o controle da
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doenga em estacas/miniestacas de Eucalyptus spp. para o enraizamento. Os resultados obtidos
demonstraram o efeito do antagonista T inhamatum na supressio da atividade saprofitica de
R. solani. Houve uma grande variagio no nivel de supressio em resposta as diferentes fontes
alimentares na formulagdo, sendo a veiculagio de isolados de Trichoderma spp. em granulos
de alginato de sodio, contendo farelo de trigo como fonte alimentar na concentragio de 50 a
60 g/, aplicados para permitir pelo menos 18 dias de competicio, foi uma excelente forma de
controle biologico de R. solani (Mafia et al., 2003). A sobrevivéncia de micélio e esclerddios
de R. solani em restos de cultura de eucalipto (Eucalyptus spp.) e a eficiéncia de alguns iso-
lados de T longibrachiatum e T, inhamatum, comprovadamente antagonicos a R. solani, em
reduzir a sobrevivéncia do patdgeno, foram avaliados em condicdes de campo. Os resultados
foram promissores, pois os isolados de Trichoderma spp. nio interferiram na sobrevivéncia
de R. solani em folhas infectadas de eucalipto, porém reduziram a viabilidade dos esclerddios
do patogeno, equiparando-se ao tratamento com fungicida captan + cloro (Kunieda-Alonso
et al., 2005).

Mancha-foliar de Cylindrocladium do eucalipto

A mancha-foliar de Cylindrocladium, causada pelo fungo Cylindrocladium spp. tem sido
observada em plantios comerciais e viveiros de mudas clonais de eucalipto de Norte a Sul do
Brasil. O patogeno possui a habilidade de sobreviver saprofiticamente no solo por meio de
esclerodios, sendo disseminado por respingos de chuva que atingem folhas e ramos do terco
inferior da copa das arvores (Ferreira, 1989; (Alfenas, 2009).

Essa doenca ¢ favorecida por condicdes de alta temperatura, em torno de 26 °C e umidade
relativa superior a 80% (Alfenas, 2009). Os sintomas sio caracterizados por lesdes necroticas
escuras, circulares e alongadas que se iniciam no apice do limbo foliar e progridem em direcio
a nervura principal (Santos et al,, 2001). Os sinais do patogeno (conidioforos e conidios) sio
encontrados na face abaxial das folhas, representados por um crescimento esbranquicado nes-
sas areas (Alfenas, 2009). Com o progresso da doenga, desfolhas severas podem ser observadas
(Santos et al., 2001).

O uso de antagonistas biologicos como Trichoderma spp. tem apresentado bons resultados
no controle da mancha-foliar de Cylindrocladium em eucalipto. Maciel et al. (2012) testaram
a eficiéncia in vitro de bioprotetores comerciais ¢ isolados de Trichoderma spp. e avaliaram
a agio in vivo dos bioprotetores comerciais no controle de C. candelabrum em mudas de
Eucalyptus saligna. Esses autores concluiram que o produto comercial Trichodel apresentou
desempenho satisfatorio nos ensaios de confrontagio direta e de supressio da mancha-foliar
em folhas destacadas, bem como teve resultados positivos na reducio dos danos causados pelo
fungo em mudas de E. saligna no viveiro. Carvalho Filho et al. (2008b) também observaram
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que os isolados de Trichoderma spp. reduziram o crescimento in vitro de C. scoparium,
demonstrando que o uso do biocontrole pode ser uma ferramenta importante no controle de
doengas de plantas no setor florestal.

Tratamento de sementes de pinus visando o controle de Fusarium

A demanda de sementes e mudas florestais é crescente, pois constitui em insumo basico
nos programas de recuperagio e/ou conservagio de ecossistemas, e reflorestamentos para fins
comerciais (Santos et al.,, 2011). Implica, também, na necessidade de se conhecer e controlar
os patogenos veiculados pelas sementes, os quais podem causar danos na producio de mudas
e disseminacio de patogenos para areas novas (Santos et al., 2011). Dentre as formas de
controle existentes, o uso de agentes de biocontrole contra patdgenos associados as sementes é
relevante, pois pode alcancar grande eficcia (Whipps, 2001), o que ¢ de grande interesse, visto
que ha falta de produtos quimicos registrados para culturas florestais (Santos et al., 2011).

Carmo (2017), em pinus, demonstrou que T atroviride inibiu o crescimento micelial de
Fusarium spp. e promoveu o crescimento inicial de plintulas de pinus oriundas de sementes
microbiolizadas. Nos ensaios in vitro, conduzidos por Carmo (2017) em confrontagio entre
Trichoderma sp. e Fusarium spp., o antagonista foi capaz de inibir até 78 % do crescimento
micelial de F. meridionale, 68,4 % de isolados do complexo E fujikuroi e 71,5 % de E oxysporum.

Para pardmetros de crescimento de mudas, o didmetro de coleto e a relagio didmetro de
coleto e comprimento aéreo foram melhores em plantulas de P, taeda e P elliottii oriundas de
sementes tratadas com T atroviride. Estas plantulas apresentaram incremento do comprimen-
to aéreo, do didmetro de coleto e na relagio comprimento aéreo e didmetro de coleto, compro-
vando o potencial do uso desses microrganismos (Carmo, 2017). Mais especificamente sobre
a forma de acio da espécie T atroviride, atribuise a capacidade de produgio e degradacio do
acido indol acetico (AIA) (Gravel et al., 2007; Carvalho Filho et al., 2008a).

Consideracoes finais

O biocontrole de fitopatdgenos ¢ uma ferramenta pouco utilizada nos plantios florestais,
no entanto, pode ser considerada uma alternativa as praticas de controle tradicionais. A apli-
cacdo de agentes antagonistas em locais com incidéncia de doengas causadas por patdgenos
habitantes de solo pode ser considerada uma opcio para a reducio do potencial de inoculo
nessas areas.

Com relagio ao tratamento de sementes florestats, os estudos demonstram a possibilidade
do uso em produgio massal de mudas em viveiros, melhorando a qualidade das mudas e,
consequentemente, influenciando na capacidade das mesmas em sobreviverem a condicdes
adversas.
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O desenvolvimento inicial das plantulas é uma fase sensivel em que as mudas estio mais
expostas a patogenos. Dessa forma, a presenca de Trichoderma spp. que afeta positivamente o
crescimento inicial das plantulas, proporciona plantulas mais vigorosas e, consequentemente,
menos suscetiveis a0 ataque de patogenos.

Em vista disso, maiores estudos devem ser realizados, como forma de promover a maxi-
mizagao do uso do biocontrole no setor florestal, uma vez que informagdes sobre resultados
do uso de Trichoderma spp. no controle de doencas & campo ainda sdo escassas na literatura
nacional e internacional.
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