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RESUMO

A podridao parda, causada por Monilinia fructicola, representa um desafio econémico
significativo para a fruticultura, agravado pela resisténcia a fungicidas. Fungos
endofiticos com potencial antagbnico se mostram promissores em VArios
patossistemas e tém sido utilizados como alternativa eficiente para reduzir o uso de
fungicidas quimicos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antagénico
de isolados de Trichoderma spp. endofiticos prospectados de folhas e fruto de uva e
flores de péssego comparados com espécies obtidas de solo e com Trichothecium
roseum como padréo biolégico de antagonismo no controle de dois fendtipos de M.
fructicola, sensivel e resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.
Foram realizados testes in vitro e em frutos de péssego mumificados para avaliar os
mecanismos de acdo dos isolados antagdnicos. Os ensaios in vitro, conduzidos em
DIC com 14 tratamentos (controle, padréo biolégico UFPR-F4 e 12 antagonistas) e
dois fenétipos de M. fructicola, incluiram as metodologias de cultura pareada (CP),
compostos difusiveis (CD), compostos termestaveis (CT) e compostos volateis (CV).
A andlise estatistica utilizou o teste Scott-Knott (5%). O ensaio com frutos mumificados
também em DIC, avaliou oito tratamentos (controle, padrdo quimico e seis
antagonistas) com quatro repeticdes. A incidéncia foi determinada pela presenca de
lesBes caracteristicas de podriddo parda ou de outros fungos. Todos 0s experimentos
foram realizados em duplicata. No segundo ensaio de CP, para o isolado sensivel, 10
antagonistas apresentaram reducdo do crescimento micelial superior a 50%. Em
relacdo aos CD, no primeiro ensaio, nenhum tratamento foi capaz de reduzir o
crescimento micelial de M. fructicola; jA& no segundo ensaio, sete antagonistas
reduziram o crescimento do isolado sensivel. Para CT, nos dois ensaios, T. roseum
apresentou o melhor resultado de reducéo do crescimento micelial, variando de 67 a
79%. Para CV, no primeiro ensaio, trés antagonistas reduziram o crescimento do
isolado sensivel e seis controlaram isolado resistente, com reducdo variando de 25 a
46%; no segundo ensaio ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, para
os dois isolados. No ensaio com frutos mumificados houve incidéncia de M. fructicola
apenas no controle para o primeiro ensaio, para o0 segundo ndo surgiu leséo tipica de
podriddo parda. Nos demais tratamentos verificou-se a ocorréncia de fungos como
Aspergillus sp., Mucor sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. e Trichoderma sp., sendo
Penicillium sp. e Rhizopus sp. os fungos de maior incidéncia. Nos dois ensaios 0s
isolados de Trichoderma testados colonizaram os tecidos dos frutos mumificados e
também apresentaram atividade antagdnica em relacéo a Aspergillus sp., Penicillium
sp. e Rhizopus sp. Conclui-se que 0s antagonistas testados tem potencial antagbnico
contra M. fructicola e atuam por diferentes mecanismos de acdo. Existe uma
necessidade de desenvolver estudos subsequentes para avaliar a viabilidade de
formulacdes integrando antagonistas e validar o uso da tecnologia desenvolvida no
controle da podriddo parda em condigdes de campo e na reducéo de indculo primario
proveniente de mumias.

Palavras-chave: Podridao parda; antagonismo; fungos endofiticos; mecanismos de
acao; biocontrole.



ABSTRACT

Brown rot, caused by Monilinia fructicola, poses a significant economic challenge to
fruit production, exacerbated by fungicide resistance. Endophytic fungi with
antagonistic potential have shown promise in various pathosystems and are being
explored as efficient alternatives to reduce the use of chemical fungicides. Thus, the
objective of this study was to evaluate the antagonistic potential of endophytic isolates
of Trichoderma spp. obtained from grape leaves, grape fruit, and peach flowers,
compared to species isolated from soil and to Trichothecium roseum as a biological
antagonism standard in controlling two phenotypes of M. fructicola: sensitive and
resistant to thiophanate-methyl, tebuconazole, and azoxystrobin. In vitro tests and
experiments on mummified peach fruits were conducted to evaluate the mechanisms
of action of the antagonistic isolates. The in vitro assays, performed in a completely
randomized design (CRD) with 14 treatments (control, biological standard UFPR-F4,
and 12 antagonists) and two phenotypes of M. fructicola, included methodologies such
as paired culture (PC), diffusible compounds (DC), thermostable compounds (TC), and
volatile compounds (VC). Statistical analysis employed the Scott-Knott test (5%). The
mummified fruit experiment, also in a CRD, evaluated eight treatments (control,
chemical standard, and six antagonists) with four replicates. Incidence was determined
by the presence of characteristic brown rot lesions or other fungi. All experiments were
conducted in duplicate. In the second PC assay, for the sensitive isolate, 10
antagonists showed a reduction in mycelial growth exceeding 50%. Regarding DC, in
the first assay, no treatment reduced the mycelial growth of M. fructicola; however, in
the second assay, seven antagonists reduced the growth of the sensitive isolate. For
TC, in both assays, T. roseum showed the best results in reducing mycelial growth,
ranging from 67% to 79%. For VC, in the first assay, three antagonists reduced the
growth of the sensitive isolate, and six controlled the resistant isolate, with reductions
ranging from 25% to 46%; in the second assay, no statistical differences were
observed between treatments for either phenotype. In the mummified fruit assay, M.
fructicola incidence occurred only in the control for the first assay, while no brown rot
lesions were observed in the second. In other treatments, fungi such as Aspergillus
sp., Mucor sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., and Trichoderma sp. were identified, with
Penicillium sp. and Rhizopus sp. being the most frequent. In both assays, the tested
Trichoderma isolates colonized the tissues of mummified fruits and also demonstrated
antagonistic activity against Aspergillus sp., Penicillium sp., and Rhizopus sp. It is
concluded that the tested antagonists possess antagonistic potential against M.
fructicola and act through different mechanisms of action. Further studies are
necessary to evaluate the feasibility of formulations integrating these antagonists and
to validate the use of this technology for controlling brown rot under field conditions
and for reducing primary inoculum from mummies.

Keywords: Brown rot; antagonism; endophytic fungi; mechanisms of action;
biocontrol.
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1 INTRODUCAO

Monilinia fructicola, agente causal da podridao parda em rosaceas de carroco,
€ uma das principais responsaveis por perdas significativas em diversas culturas
frutiferas de importancia agricola no Brasil. Essa doenca, além de reduzir a
produtividade, também afeta a qualidade dos produtos agricolas, comprometendo a
rentabilidade dos agricultores (Agrios, 2005).

O controle com fungicidas na maioria das vezes tem eficacia no controle dos
fitopatdgenos, entretanto, apresenta riscos para o ambiente se mal aplicados e
podem, caso utilizado sem manejo com outras opc¢des, selecionar patdégenos
resistentes (Villarreal-Delgado et al., 2018; Chen; Liu; Schnabel, 2013; Sharma et al.,
2009).

A busca por alternativas ao controle quimico, especialmente devido a
resisténcia desenvolvida por diversos fitopatégenos, tem impulsionado o interesse no
uso do controle biolégico, visto que este apresenta uma op¢do ambientalmente mais
sustentavel (De Silva et al., 2019). Assim, o controle biolégico com uso de
microrganismos endofiticos vem ganhando destaque no cendrio nacional (Garcia et
al., 2024).

Fungos endofiticos, que vivem de forma assintomatica dentro dos tecidos
vegetais, tém demonstrado significativo potencial no biocontrole de doencas de
plantas (Bolivar-Anillo et al., 2021; Rajani et al., 2021; Chen et al., 2020; De Silva et
al., 2019; Sbravatti Junior et al., 2013). Tais fungos podem atuar através de diferentes
mecanismos, como producdo de compostos antimicrobianos, competicdo por espaco
e nutrientes, ou inducao de resisténcia sistémica nas plantas hospedeiras (Bezerra et
al., 2019; Medeiros; Silva; Pascholati, 2018).

Dentro desse contexto, a utilizacdo do controle biolégico com isolados
antagobnicos endofiticos pode ser uma alternativa para o manejo de M. fructicola em
diversas culturas em sistemas organicos. Aléem disso, bioldégicos podem agregar na
integracao com fungicidas sitio-especificos, reduzindo o risco de desenvolvimento de

resisténcia dos patégenos a tais fungicidas.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A utilizacao de microrganismos antagonicos prospectados de érgaos sadios de
plantas (endofiticos) ou mesmo do solo pode aumentar a variedade e o espectro de
acao de microrganismos utilizados no controle biolégico. No geral, o controle biolégico
€ aceito pelo mercado consumidor como uma opc¢ao ambientalmente correta para o
controle de doencas. Assim, produtos desenvolvidos nesta linha podem ser
alternativas para minimizar o uso do controle quimico. Agregado a isso, diversificar
mecanismos de acdo e meétodos de controle contribui para reduzir o risco de

desenvolvimento de resisténcia dos patdgenos a fungicidas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antagonico de isolados
de Trichoderma spp. endofiticos prospectados de folhas e fruto de uva e flores
péssego comparado com espécies obtidas de solo e com Trichothecium roseum como
padrao biolégico de antagonismo no controle de dois fenétipos de Monilinia fructicola,

sensivel e resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.

1.2.2 Objetivos especificos

Compreender os diferentes mecanismos de ag&o dos isolados antagdnicos por
meio de testes de avaliagdo de atividade antagdnica in vitro como teste de cultura
pareada, producdo de compostos difusiveis, produ¢do de compostos termoestaveis e
producdo de compostos volateis.

Avaliar a capacidade de redugdo de in6culo de M. fructicola em frutos
mumificados de péssego interferindo, como consequéncia, na sobrevivéncia do

in6culo entre ciclos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO Monilinia

O género Monilinia € composto por um grupo de fungos da classe
Ascomycetes, sendo conhecidos por serem causadores de podriddo em frutas de
carogo, como péssego (Prunus persica), ameixa (Prunus domestica), cereja (Prunus
serrulata) e outras rosaceas, como maca (Malus domestica), pera (Pyrus communis),
damasco (Prunus armeniaca) e nectarina (Prunus persica var. nucipersica) (Byrde;
Willetts, 1977).

A podriddo parda causada por Monilinia fructicola (Wint.) é a principal doenca
que afeta a cultura do pessegueiro, tanto no Brasil quanto em regides produtoras ao
redor do mundo (May-De Mio et al., 2004). Na regido produtora do Parana causa
prejuizos significativos, sendo considerada o principal problema para producéo
integrada de frutas de caro¢o no Estado (Moreira et al., 2002).

O fitopatdgeno ataca ramos, flores e, principalmente, frutos, com a infeccéo
iniciando na primavera, infectando os 6rgaos florais. As perdas na producao resultam
da infeccdo das flores, podendo avancar até o peddnculo e penetrar no ramo,
formando cancros que podem anelar o ramo causando murcha e morte da parte
terminal e o apodrecimento dos frutos nas fases de colheita e pos-colheita (May De
Mio et al., 2008).

Os sintomas tipicos da infeccdo por Monilinia fructicola nos frutos incluem
lesbes pequenas e pardacentas, com aspecto encharcado que evoluem para
manchas marrons. Essas manchas podem ficar cobertas por esporos acinzentados,
acarretando em desidratacdo e mumificagéo dos frutos, os quais podem permanecer
na planta ou cair sobre o solo. O patdégeno consegue sobreviver durante toda
entressafra, disseminando conidios do fungo no ciclo seguinte por respingos de agua,
insetos e/ou vento. As condicdes Otimas para seu desenvolvimento incluem umidade
relativa superior a 85% e temperatura em torno de 25°C (May De Mio et al., 2014,
Agrios, 2005; Bleicher, 1997).

O manejo efetivo da infecgdo por Monilinia fructicola pode incluir praticas
culturais, como limpeza e poda adequadas no inverno, controle de insetos e remocao
de ramos doentes e frutos mumificados (Bleicher, 1997), porém o controle quimico

com a aplicacdo de fungicidas apropriados € o método mais utilizado para o controle
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do patdégeno, com pulverizacdes que se estendem da floracdo até a pré-colheita dos
frutos (Moreira; May De Mio, 2009).

2.2 CONTROLE QUIMICO

O uso de fungicidas é uma das principais estratégias no manejo de Monilinia
sp. Diversas classes de fungicidas tém sido amplamente estudadas e aplicadas no
controle deste patdgeno.

Para o controle de M. fructicola sdo necessarias varias pulverizacbes com
fungicidas, intensificadas na floracdo e na pré-colheita, normalmente feitas em
sistema de calendario fixo (May De Mio et al., 2008). Fungicidas sitio especificos,
como os metil benzimidazol carbamatos (MBCs), direcionados a B-tubulina, e
inibidores da desmetilacdo de esterol (DMls), direcionados a 14a-desmetilase, tém
sido utilizados no tratamento de doencas induzidas por M. fructicola desde as décadas
de 1970 e 1980, respectivamente. Mais recentemente, os inibidores da quinona
externa (Qols) e os inibidores da succinato desidrogenase (SDHIs) foram introduzidos
para controlar a podriddo parda (Chen; Liu; Schnabel, 2013).

O uso continuo e intenso de fungicidas pode levar a perda de sensibilidade e,
consequentemente, ao desenvolvimento de resisténcia em varias populacdes de
Monilinia sp., representando um desafio para o manejo quimico desse patégeno
(Fernandez-Ortufio et al., 2014; May De Mio; Luo; Michailides, 2011). Assim,
estratégias integradas de manejo, incluindo alternancia de grupos quimicos e
associacdo com métodos culturais e biolégicos, sdo recomendadas para prolongar a
eficacia dos fungicidas (De Melo et al., 2024; May De Mio et al., 2008).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO

O termo controle biolégico foi empregado pela primeira vez em 1919, pelo
entomologista Harry Scott Smith, para designar o uso de inimigos naturais para o
controle de insetos-praga (Amorim; Orlandelli; Pamphile, 2019). Hoje, a utilizagc&o
desse termo estd ampliada para toda e qualquer forma de controle por métodos
naturais que empreguem organismos vivos. Segundo Agrios (2005), o controle
bioldgico € a reducédo do indculo ou das atividades determinantes da doenca causadas

por um patdgeno, realizada por ou através de um ou mais organismos que nao o
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homem, ou ainda a destruicdo parcial ou total de patdgenos por outros organismos
frequentemente encontrados na natureza. Além disso, o controle biolégico pode atuar
como uma ferramenta de manejo integrado importante para a preservacao ambiental
e seguranca alimentar (Gutiérrez-Ramirez et al., 2013).

A adocdo do controle biologico tem sido amplamente discutida devido aos
problemas ambientais causados pelo uso irregular de agrotoxicos, abrindo
oportunidades para pesquisas envolvendo o uso de métodos alternativos de controle
de doencas, entre eles, o0 uso de organismos endofiticos com potencial antagdnico
(Garcia et al., 2024; Medrado et al., 2022; Latz et al., 2018; Shravatti Junior et al.,
2013).

Em fitopatologia o termo antagonismo é empregado para designar a acao de
um microrganismo antagonista sobre o crescimento e o metabolismo do agente
patogénico criando condi¢cdes desfavoraveis para o desenvolvimento deste (Allwood;
Ellis; Goodacre, 2008). A relacédo antagbnica pode ocorrer por diferentes mecanismos
como, por exemplo, competicdo, parasitismo e/ou antibiose, bem como resisténcia
induzida, visto que o biocontrolador também pode induzir mecanismos de defesa na
planta hospedeira durante a infeccéo e a colonizacédo do patégeno (Latz et al., 2018;
Barkai-Golan, 2001; Bettiol; Ghini, 1995).

2.3.1 Endofiticos antagbnicos

Nas ultimas décadas cientistas passaram a perceber que plantas podem servir
como reservatério de um numero muito grande de organismos conhecidos como
endofiticos (Bacon; White, 2000). Ocupando principalmente espac¢os intra ou
intercelulares, estes organismos podem estar presentes em varias partes da planta
hospedeira, como sementes, raizes, caule, folhas, flores e frutos. Em sua maioria, séo
principalmente fungos e bactérias que habitam o interior de tecidos vegetais durante
todo ou parte do seu ciclo de vida, sem causar-lhes danos visiveis, de forma
assintomatica (Rana et al., 2019; Hardoim et al., 2015; Azevedo et al., 2000; Petrini,
1991). Os microrganismos endofiticos podem proteger seus hospedeiros contra
doencas, reduzindo os niveis de infec¢do e inibindo o crescimento de patdégenos
(Bacon; White, 2016). Além de atuar diretamente sobre o patdgeno, também podem

estimular o crescimento da planta hospedeira por meio de diversos mecanismos,
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como fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de minerais e producdo de fito
horménios (Cipriano et al., 2021; Van Kan et al., 2014).

Existem estudos apontando a existéncia de relagbes mutualisticas entre os
microrganismos e as plantas, como Wulandari et al. (2022) que isolaram 11 fungos e
nove bactérias endofiticas de quatro tecidos de rami (Boehmeria nivea), incluindo
raizes, caules, folhas e flores, com potencial antagbnico por meio de parasitismo,
competicao e antibiose; e Martins et al. (2021) que relataram a presenca de fungos
endofiticos presentes em flores de oliveira (Olea europaea L.) capazes de atuar na
reducado da incidéncia de antracnose nos pomares de oliva. Porém, também existem
trabalhos evidenciando que esses microrganismos podem viver de forma latente nos
tecidos das flores e posteriormente tornarem-se patégenos (Manawasinghe et al.,
2016; Sakalidis et al., 2011; Photita et al., 2004). Apesar de existirem estudos, essas
relacbes de mutualismo entre as plantas e 0s microrganismos ainda sdo mal
compreendidas, com isso ha a necessidade de que novos estudos sejam realizados
para compreender a relagdo entre os microrganismos endofiticos, seu modo de acéo
e sua capacidade antag6nica. No entanto, endofiticos representam um recurso de
ampla diversidade microbiolégica ainda pouco explorada, com o potencial de fornecer

uma fonte de cepas promissoras para serem utilizadas no biocontrole.

2.3.2 Mecanismos de acdo dos antagonistas

Os fungos produzem um grande numero de metabdlitos secundarios e,
atualmente, as fitotoxinas produzidas por esses microrganismos estdo sendo
estudadas em larga escala como fonte de metabdlitos biologicamente ativos para
descoberta de novos mecanismos de acéo.

Ao se oporem a outros fungos, os fungos endofiticos tendem a gerar diversos
efeitos contra os patdgenos (Latz et al., 2018). Os mecanismos previstos na interacao
entre 0 microrganismo endofitico, planta hospedeira e patdgeno incluem inibicao
direta do patdogeno por meio de competicdo, antibiose ou micoparasitismo, ou ainda
inibicdo indireta por indugéo de resisténcia. Testes in vitro permitem que mecanismos
de acao como parasitismo e antibiose sejam constatadas (Le et al., 2022).

Na competicdo, durante o processo de colonizag&o, o endofitico cresce dentro
do apoplasto absorvendo nutrientes ou outros recursos da planta e, assim, compete

por espacgo e por esses recursos com os patdgenos (Benitez et al., 2004). Chen et al.
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(2020) demonstraram que a competicdo de Lactobacillus plantarum CM-3 por espaco
e nutrientes pode ser responsavel pela capacidade de antagonizar o crescimento de
Botrytis cinerea em morangos. Salvadori et al. (2024) verificaram o potencial de um
produto a base de Trichoderma harzianum em associacdo com Bacillus
amyloliquefaciens sobre patégenos de solo (Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Fusarium tucumaniae e Phomopsis longicolla) e constataram que o
produto exerce potencial de biocontrole sobre os fitopatdgenos testados, reduzindo o
crescimento micelial por meio dos mecanismos de acdo de micoparasitismo das hifas
dos patdgenos e competicdo por espaco e nutrientes.

Na antibiose o microrganismo endofitico sintetiza proteinas antimicrobianas e
metabdlitos capazes de inibir ou restringir o0 crescimento de organismos
fitopatogénicos, a translocacdo desses compostos pode fornecer uma protecéo
sistémica da planta (Morales-Cedefio et al., 2021; Latz et al., 2018). Wu et al. (2019)
relataram que iturinas bacterianas mediam o biocontrole realizado por Bacillus sp.
contra fungos fitopatogénicos que acometem frutos de pera em pds-colheita. Gabardo
et al. (2020) testaram o potencial antagbnico de Bacillus subtillis e Trichoderma
asperellum no controle de Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani e Colletotrichum dematium var. truncata in vitro. T. asperellum mostrou
potencial para antagonizar S. rolfsii, R. solanie C. dematium var truncata pelo método
de producdo de metabdlitos téxicos havendo formacédo de halo de inibicdo para R.
solani.

O micoparasitismo de patégenos pelo endofitico pode ser direto, por meio de
enrolamento e/ou penetracdo de hifas, ou indireto, sem contato fisico, por producéo
de enzimas como quitinase, proteases, glucanases e lipases (Chet, 1992). Em ambas
as situacdes o endofitico obtém nutrientes do patégeno pela producédo de enzimas
liticas e toxinas. Rajani et al. (2021) demonstraram o micoparasitismo por enrolamento
de hifas de quatro espécies de Trichoderma sp. endofiticos de folhas e caules de
Leucas aspera (Lamiaceae), Pterocarpus santalinus (Fabaceae) e Juniperus
lutchuensis (Cupressaceae) sobre o0 miceélio de Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium
rolfisii.

Na inducdo de resisténcia o endofitico (agente indutor) secreta diferentes
compostos como efetores, metabdlitos, enzimas liticas e componentes da parede
celular (quitina e B-glucanas) durante o processo de colonizacdo. Esses compostos

desencadeiam a formacdo de um sinal no hospedeiro iniciando a expressao
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diferencial de genes, sintese de proteinas e alteracdes metabdlicas especificas,
fazendo com que este responda de maneira resistente ao subsequente ataque do
patégeno. Essas mudancas no metabolismo da planta alteram a adequacao da planta
como hospedeira refletindo em um nivel reduzido de doenca. As respostas de defesa
podem incluir o fortalecimento de barreiras estruturais que impedem a penetracéo de
patdgenos e/ou a producdo de metabdlitos antimicrobianos e proteinas que inibem o
crescimento dos patégenos (Latz et al., 2018). No trabalho desenvolvido por Sarzi et
al. (2024), espécies de Trichoderma reduziram a severidade da podridao cinzenta do
caule (Macrophomina phaseolina) na cultura do feijdo, por meio da inducdo de
resisténcia e pela melhoria no enfrentamento de espécies reativas de oxigénio
causadas pelo ataque do patdégeno, evidenciado pelo aumento na atividade das

enzimas superéxido dismutase e guaiacol peroxidase.

2.3.3 A importancia do género Trichoderma

O género Trichoderma € um grupo heterogéneo de fungos filamentosos que
tem sido estudo ha décadas devido a sua ampla distribuicdo na natureza e seu
potencial como agente de controle biolégico. Os membros deste género sdo capazes
de colonizar raizes e tecidos vegetais, competir com outros microrganismos por
espaco e nutrientes, produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios como
peptidios antifingicos, acidos orgéanicos, enzimas que degradam a parede celular de
patdgenos e enzimas hidroliticas, ou seja, enzimas que catalisam a quebra de
moléculas através de uma reacdo quimica conhecida como hidrélise, onde a agua é
usada para romper ligacées quimicas, além de também induzirem respostas de
defesa nas plantas e atuarem como promotores de crescimento (Isaias et al., 2014;
Hermosa, 2013; Benitez et al., 2004). Além disso, eles tém a capacidade de crescer
em diferentes tipos de substratos e condicdes ambientais adversas, 0 que os torna
importantes para aplicacdes biotecnologicas (Silva et al., 2017).

Dentre as espécies descritas até o momento, algumas delas s&o utilizadas
comercialmente como biocontroladores, entre essas espécies destacam-se T.
harzianum, T. viride e T. atroviride, que sdo amplamente utilizados em programas de
manejo integrado de doencas (Machado et al., 2012).

As espécies T. viride, T. harzianum, T. stromaticum e T. virens controlaram o

fungo Rhizopus stolonifer, agente causal da podridao floral do maracujazeiro, em
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condicBes de laboratério e campo por meio do micoparasitismo (Bomfim et al., 2010).
Amorim, Orlandelli e Pamphile (2019) relatam a utilizacdo de fungos endofiticos do
género Trichoderma para o controle de patégenos do cacaueiro (Theobroma cacao
L.). J& Sbravatti Junior et al. (2013) demonstraram o controle de B. cinerea em
Eucalyptus benthamii com a utilizacdo de espécies de Trichoderma endofiticos
isolados de discos foliares.

Estudos tém investigado outras possiveis aplicagdes para o Trichoderma, como
producgéo de enzimas industriais (Gasparotto et al., 2015), biorremediacao de solos
contaminados (Pessba, 2021; Thapa et al., 2020; Colla et al., 2008) e até mesmo o
uso como agente de biocontrole de insetos (Poveda, 2021).

No Brasil, atualmente, estdo registradas 26 cepas de Trichoderma spp. para
controle de Sclerotinia sclerotiorum (Mofo branco), Fusarium spp. (Fusariose),
Macrophomina phaseolina (Podriddo cinzenta do caule), Phytophthora sojae
(Podriddo  radicular), Rhizoctonia  solani (Tombamento), Colletotrichum
lindemuthianum  (Antracnose), Ceratocystis paradoxa (Podriddo-abacaxi),
Thielaviopsis paradoxa (Podriddo negra), Moniliophthora perniciosa (Vassoura de
bruxa), Stenocarpella maydis (Podriddo branca das espigas) em culturas com
ocorréncia de tais doencas (Agrofit, 2024). De modo geral, essas cepas tém
demostrado potencial antagbnico principalmente contra patégenos radiculares, assim,
obter isolados endofiticos por meio da prospeccédo em diferentes partes das plantas
como flores, frutos e folhas pode contribuir para aumentar a variedade e o espectro

de acdo desses microrganismos utilizados no controle biologico.

2.3.4 Trichothecium roseum

Alguns isolados de Trichothecium roseum podem apresentar atividade
antagonica contra M. fructicola (Negri; May De Mio; Wordell Filho, 2010; Moreira et al.,
2008). Esse potencial antagbnico esta relacionado a producdo de metabdlitos
secundarios e a capacidade de competir por recursos e espaco, o que torna T. roseum
uma espécie promissora para o controle biolégico de alguns patégenos (Zhang et al.,
2010).

A atividade antagdnica vem sendo testada desde 1997 para o controle da
podriddo parda do pessegueiro em sistemas integrados de producao. Este isolado foi

testado em estudos laboratoriais e no controle de doencas pos-colheita (Moreira et al.,
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2002) e em avaliacbes de campo (Negri et al.,, 2011; Moreira et al., 2008) com
resultados promissores para uso em sistemas organicos de producéo, reduzindo a

podriddo parda na colheita e pds colheita e também a incidéncia de in6culo em flores.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Epidemiologia para
Manejo Integrado de Doencas de Plantas (LEMID), localizado no Setor de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Parana (SCA-UFPR).

3.1 LOCAL E ORIGEM DOS ISOLADOS

Para a realizacdo dos testes de atividade antagbnica foram utilizados dois
fendtipos de Monilinia fructicola, sensivel (S190) e resistente (S55) a tiofanato-metilico
(MBC), tebuconazol (DMI) e azoxistrobina (Qol) identificados e armazenados no
LEMID. Os isolados antagonicos utilizados sé@o espécies de Trichoderma provenientes
de solo (I 53, I 54, | 55, |1 56) ja identificados como T. asperelloides, T. afroharzianum
e T. zelobreve; e isolados endofiticos obtidos de folhas, flores e frutos (Pp.PR22.44,
Pp.PR22.45, VI.PR23.48, VI.PR23.49, Vv.PR23.50, VI.PR23.51, VI.PR2352 e
VI.PR23.57) ainda néo identificados molecularmente (TABELA 1 e FIGURA 1).

TABELA 1 — PROCEDENCIA DOS ISOLADOS ENDOFITICOS.

coelgo eE Hospedeiro Procedéncia  Origem Ame B

Isolados

Armazenamento obtencéo
Isolado padrédo biolégico
UFPR-F4 UFPR - F4 Péssego - - 2007
Isolados endofiticos
| 44 Pp.PR22.44 Péssego Flor Parana 2022
| 45 Pp.PR22.45 Péssego Flor Parana 2022
| 48 VI.PR23.48 Uva Folha Parana 2023
| 49 VI.PR23.49 Uva Folha Parana 2023
| 50 Vv.PR23.50 Uva Folha Parana 2023
I 51 VI.PR23.51 Uva Folha Parana 2023
| 52 VI.PR23.52 Uva Fruto Parana 2023
| 57 VI.PR23.57 Uva Folha Parana 2023
Isolados de solo ja identificados
| 53 Cs.SP21.14 Laranja Solo Séo Paulo 2021
| 54 Zm.PR21.25 Milho Solo Parana 2021
| 55 NF.BA20.5 Floresta Nativa Solo Bahia 2020
| 56 NF.BA20.9 Floresta Nativa Solo Bahia 2020

FONTE: A autora (2024).
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3.2 PRODUCAO DOS ISOLADOS ANTAGONICOS PARA ENSAIOS in vitro E PARA
ENSAIO EM FRUTOS MUMIFICADOS DE PESSEGOS

Para os ensaios in vitro (itens 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6), culturas fangicas dos
antagonistas (TABELA 1 e FIGURA 1) e de M. fructicola foram cultivadas em placas
de Petri (@ 60mm) contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA: 39 g/L) em
camara germinadora SolidSteel (BOD) a 25°C + 2 com fotoperiodo de 12 horas
durante 7 dias.

Para o item 3.7, os antagonistas foram cultivados separadamente em 150g de
arroz parboilizado esterilizado. O arroz foi acondicionado em sacos de polietileno de
3 litros, umedecido com 70mL de &gua destilada e autoclavado por 20 minutos a
120°C. Apos esfriar até a temperatura ambiente, cada saco de arroz foi inoculado com
5 discos (@ 5mm) da colbnia fungica do isolado antagonista cultivado em meio BDA.
Os sacos inoculados foram incubados por 7 dias em BOD SolidSteel a 25°C + 2 com
fotoperiodo de 12 horas e homogeneizados a cada 2 dias para garantir a colonizagcédo
total do arroz. O arroz colonizado foi lavado com solucdo de Tween 80 a 0,1% e as
suspensdes obtidas foram calibradas para 1,01 x 107 (UFPR-F4); 1,32 x 108 (I 45); 2
x 108 (1 51); 2,28 x 108 (1 52); e 2,76 x 102 (I 55) esporos/mL.

FIGURA 1 — COLONIAS DOS ISOLADOS ANTAGONICOS APOS 7 DIAS DE CRESCIMENTO.

FONTE: A autora (2024).
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3.3 AVALIACAO in vitro POR CULTURA PAREADA

A atividade de inibicdo do crescimento micelial foi realizada pelo método de
cultura pareada. O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), composto por 14 tratamentos, dois fenétipos de M. fructicola e
quatro repeticbes. Os tratamentos foram: controle (sem presenca de antagonista);
padréo bioldgico UFPR-F4 (Trichothecium roseum), ja identificado como antagonista
(Negri; May De Mio; Wordell Filho, 2010) e 12 tratamentos contendo os isolados
antagonicos de solo, folhas, flores e fruto (TABELA 1).

As culturas fungicas foram crescidas conforme item 3.2, um disco de micélio
(@ 5mm) de M. fructicola foi repicado em uma extremidade da placa de Petri contendo
meio de cultivo BDA e na extremidade oposta foi repicado um disco (@ 5mm) do fungo
biocontrolador (Adaptado de Royse; Ries, 1978). O controle constituiu-se de placas
contendo apenas M. fructicola, sem a presenca de antagonistas. As placas foram
identificadas, vedadas e incubadas em BOD SolidSteel com fotoperiodo de 12 horas

e temperatura de 25°C + 2. O crescimento dos patdgenos foi avaliado apos 3 dias.

3.4 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS
DIFUSIVEIS PRODUZIDOS POR ISOLADOS FUNGICOS ANTAGONICOS

Para avaliar a capacidade dos isolados antag6nicos de produzirem compostos
difusiveis com atividade inibit6ria contra M. fructicola foi realizado o ensaio antifingico
em papel celofane. O ensaio foi conduzido em DIC conforme descrito no item 3.3.

A superficie das placas de Petri (@ 50mm) contendo meio de cultivo BDA foi
revestida com um disco de papel celofane estéril. Discos de micélio (& 5mm) dos
isolados antagbnicos cultivados conforme item 3.2 foram colocados no centro de cada
placa com a folha de celofane, contendo BDA, e incubados em BOD SolidSteel por 48
horas a 25°C + 2 e fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, 0s papeis juntamente com
0s micélios dos isolados antagbnicos foram removidos e discos de M. fructicola (&
5mm) foram repicados no centro das mesmas placas. Como controle, placas de BDA
onde os isolados antag6nicos ndo foram cultivados anteriormente foram preparadas
nas mesmas condi¢cdes acima. As placas foram identificadas, vedadas e incubadas
em BOD SolidSteel com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C = 2. O

crescimento do patdgeno foi avaliado apos 3 dias (Adaptado de Mayo et al., 2015).
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3.5 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS
TERMOESTAVEIS PRODUZIDOS POR ISOLADOS FUNGICOS
ANTAGONICOS

O ensaio realizado para avaliar o efeito inibitério de compostos termoestaveis
foi conduzido em DIC conforme descrito no item 3.3. Cinco discos (@ 5mm) extraidos
das margens de colbnias dos isolados antagonicos, cultivados conforme item 3.2,
foram transferidos para frascos Erlenmeyer (250mL) contendo 100mL de meio de
cultivo Batata-Dextrose (BD: 27 g/L) e permaneceram por 6 dias em camara de
crescimento tipo Conviron CMP6050 sob agitacdo de 120rpm em agitador Ethik, sem
a presenca de luz e com temperatura de 25°C = 2. ApGs 6 dias, as colonias foram
filtradas com gaze estéril e autoclavadas a 120°C por 20 minutos (Guimarées et al.,
2016). Posteriormente, 1/4 do filtrado de cada isolado foi adicionado a 3/4 de BDA,
foram homogeneizados e vertidos em placas de Petri. O controle constitui-se na
adicdo de 1/4 de BD estéril (sem a presenca de antagonista) a 3/4 de BDA. Apos a
solidificagdo, um disco de micélio (@ 5mm) de M. fructicola foi depositado no centro
da placa de Petri (Agrawal et al., 1977). As placas foram identificadas, vedadas e
incubadas em BOD SolidSteel com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C +

2. O crescimento do patdégeno foi avaliado apés 3 dias.

3.6 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE COMPOSTOS
VOLATEIS PRODUZIDOS POR ISOLADOS FUNGICOS ANTAGONICOS

Para avaliar a capacidade dos isolados antag6nicos de produzirem compostos
volateis com atividade inibitria contra M. fructicola foi realizado o ensaio antifungico
utilizando placas de Petri bipartidas. O ensaio foi conduzido em DIC conforme descrito
no item 3.3.

Um disco de micélio (@ 5mm) extraido das margens das colbnias dos isolados
antagonicos, cultivados conforme item 3.2, foi transferido para o centro de um dos
compartimentos de uma placa de Petri bipartida (& 90mm), contendo meio de cultivo
BDA. No outro compartimento da placa, foi adicionado um disco de micélio (& 5mm)
extraido das margens das colonias de M. fructicola (Adaptado de Le et al., 2022). O

controle constituiu-se de placas contendo apenas M. fructicola, sem a presenca de



32

antagonistas. As placas foram identificadas, vedadas e incubadas em BOD SolidSteel
com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C + 2. O crescimento do patdégeno

foi avaliado apés 3 dias.

3.7 EFEITO DOS ISOLADOS Trichoderma spp. E Trichothecium roseum NA
REDUCAO DO INOCULO DE M. fructicola EM FRUTOS DE PESSEGO
MUMIFICADOS

O ensaio foi conduzido em DIC, composto por 8 tratamentos e 4 repeticoes.
Cada repeticdo composta por 2 mumias. Os tratamentos foram: 1) controle (mumias
sem tratamento); 2) padrdo quimico (Delan®); 3) T. roseum termoestavel; e
suspensdes dos isolados antagdnicos 4) T. roseum; 5) 1 45; 6) 1 51; 7) | 52; e 8) | 55.
As suspensodes referem-se a isolados de Trichoderma spp. prospectados de flor de
péssego (I 45); folha de uva (I 51); baga de uva (I 52) e do solo (I 55). O ensaio foi
realizado em duplicata e as mumias foram coletadas do solo. Para o primeiro ensaio,
os frutos de péssego mumificados foram coletados em maio/2024 em um pomar de
péssego localizado no municipio da Araucaria — PR (25°33'4,29"S; 49°28'37,18"0),
para o segundo ensaio, os frutos mumificados foram coletados em junho/2023 em
Cangucu — RS (31,541383°S; 52,680876°0), Morro Redondo — RS (31,576555°S;
52,660997°0) e Pelotas — RS (31,525555°S; 52,435645°0) e ficaram armazenados
em ambiente refrigerado no LEMID até a data da conducdo do ensaio
(setembro/2024).

As mumias foram tratadas borrifando os tratamentos por toda sua superficie
até o ponto de escorrimento. Apds o tratamento, 2 mumias foram dispostas em caixas
tipo Gerbox de poliestireno, de dimensdes 11 x 11 x 3,5cm, contendo um papel filtro
umedecido. No primeiro ensaio as caixas com as mumias foram acondicionadas em
ambiente controlado a 25°C + 2 por 7 dias para estabelecimento dos antagonistas,
apos esse periodo, foram colocadas em temperatura ambiente por aproximadamente
45 dias. No segundo ensaio as caixas com as mumias foram acondicionadas em
ambiente controlado a 25°C + 2 por 14 dias.

Apos o periodo de armazenamento da mumia tratada, simulando o periodo em
campo antes da floragdo, foi realizada a avaliagdo para verificar o efeito da
colonizagdo dos antagonistas sob os tecidos mais internos da mumia. Para isso

retirou-se um segmento de aproximadamente 3mm de cada mumia com auxilio de
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uma pinca esterilizada e este foi depositado sob a superficie de um péssego em
conserva disposto em um recipiente plastico de 50mL. Para cada mumia foram
utilizados 2 pedacos de péssego da marca Schramme®. Os recipientes com o péssego
e com o0s segmentos de mumias foram acondicionados em potes de plastico (Plaszom
02; @ 14cm), estes foram incubados em camara germinadora SolidSteel (BOD) a 25°C
+ 2 com fotoperiodo de 12 horas (Adaptado de Mengatto, 2024). Para o primeiro
ensaio, a avaliacdo foi realizada no terceiro dia avaliando-se a incidéncia pela
presenca ou auséncia de leséo tipica de podridao parda e/ou lesdes tipicas de outros
fungos. Para o segundo ensaio foram realizadas duas avaliacdes, uma no terceiro dia

e uma no sexto dia.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A avalicdo foi realizada apés
3 dias da instalacdo dos experimentos obtendo-se 3 medidas diametralmente opostas
para o item 3.3 e 2 medidas diametralmente opostas para os itens 3.4, 3.5 e 3.6 com
auxilio de um paquimetro digital Vonder® (Adaptado de Royse; Ries, 1978). Para a
andlise estatistica dos dados, adotou-se um arranjo fatorial 14 x 2 (14 tratamentos
compostos por diferentes antagonistas x 2 fenotipos de M. fructicola (sensivel e
resistente aos fungicidas)). Os dados foram submetidos a ANOVA 5%, quando
apresentado diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de significancia. Para analise dos dados utilizou-se o programa
estatistico RStudio® (R Core Team, 2022).
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIQOS in vitro

Todos os isolados testados em cultivo pareado e para ambos os experimentos
reduziram crescimento micelial de M. fructicola (TABELA 2 e GRAFICO 1). No primeiro
ensaio ndo houve interacdo significativa entre o fenotipo de M. fructicola com
resisténcia e sensibilidade. No segundo ensaio houve interagéo entre o fendétipo de M.
fructicola sensivel e resistente aos fungicidas (TABELA 2). Os antagonistas | 48, | 49,
| 52, 1 53 e | 54 reduziram o crescimento micelial do isolado sensivel quando
comparado ao resistente; os demais tratamentos nao apresentaram diferenga
estatistica entre os isolados com sensibilidade e resisténcia aos fungicidas (TABELA
2, GRAFICO 1 e FIGURA 2).

No primeiro ensaio, com excecdo do padrdo bioldgico (UFPR-F4) e do
antagonista | 44, todos os demais tratamentos foram capazes de reduzir o crescimento
micelial de M. fructicola, com diametro variando 5,4 a 7,2mm, apresentando inibicao
do crescimento micelial (ICM) superior a 50% (TABELA 2, GRAFICO 1 e FIGURA 6).
No segundo ensaio, para o isolado sensivel, 3 antagonistas (1 48, 149 e | 56) reduziram
do crescimento micelial, com diametros de 5,3; 5,7 e 6,4mm, respectivamente,
indicando que houve ICM de 66, 63 e 59% (FIGURA 6); para o isolado resistente, 7
antagonistas (1 44, 145, 149, 150, 1 51, 1 57 e | 56) reduziram o crescimento micelial,
com didmetro variando de 6,8 a 8,4mm e ICM entre 45 e 56% (TABELA 2, GRAFICO
1, FIGURA 2 e FIGURA 6).
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TABELA 2 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSIVEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM CULTURA PAREADA COM ISOLADOS DE Trichoderma spp. E Trichothecium
roseum.

Isolados - Ensaio 1 Isolados - Ensaio 2
S R média S R média
Controle 15,6 15,1 15,4 a 15,6 aA 15,3 aA 15,5

Tratamentos

2 UFPRF4 122 109 116c¢ 132bA  131bA 132
. | 44 14,5 133 139b  73cA 7,9 dA 7.6
8 145 6,5 5,9 62d  69CA 7,5 dA 7,2
= | 48 5,9 7 65d 53dB 8,7 cA 7
S | 49 5,8 5 54d  57dB 7.8 dA 6,8
2 1 50 6,8 6,4 66d  85CA 7.3 dA 7.9
9 151 6,5 5,1 5,8 d 7 cA 8 dA 75
2 152 55 6,1 58d  7,2c¢B 9,1 cA 8,2
157 6,9 7,5 72d  84cA 8,4 dA 8,4
g o 1853 6,2 5,6 50d 7,2cB 10,6 cA 8,9
S g 154 6,6 6,5 66d  6,8cB 10 cA 8,4
S8 155 6,1 7.9 7d  75CcA 8,7 cA 8,1
- 1 56 6,1 6,5 6,3 d 6,4 dA 6,8 dA 6,6
média 7,9 7,8ns? 8,1 9,2

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais, mailsculas nas linhas e minasculas nas colunas, ndo diferiram
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). !PB: Padrdo Bioldgico; 2ns: ndo significativo.

GRAFICO 1 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSIVEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM CULTURA PAREADA COM ISOLADOS DE Trichoderma spp. E Trichothecium

roseum.
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FONTE: A autora (2024).

156

LEGENDA: Médias com letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). ns: ndo

significativo.

FIGURA 2 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSIVEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM CULTURA PAREADA COM ISOLADOS DE Trichoderma spp. E Trichothecium
roseum (SEGUNDO ENSAIO).

Controle UFPR-F4

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Monilinia fructicola sensivel a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina; (B)
Monilinia fructicola resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.
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No primeiro ensaio em relacdo a producdo de compostos difusiveis ndo houve
interacdo significativa entre os fenotipos de M. fructicola com resisténcia e
sensibilidade e ndo houve diferenca estatistica entre o crescimento micelial do isolado
sensivel e do isolado resistente (TABELA 3 e GRAFICO 2). No segundo ensaio houve
interacao entre os fenodtipos de M. fructicola sensivel e resistente aos fungicidas e os
antagonistas 144,148,149,150, 151,157,153, 154,155 e | 56 reduziram o crescimento
micelial do isolado sensivel quando comparado ao resistente (TABELA 3, GRAFICO
2 e FIGURA 3).

Quanto aos tratamentos, no primeiro ensaio, estatisticamente nenhum
antagonista foi capaz de reduzir o crescimento micelial de M. fructicola (TABELA 3 e
GRAFICO 2). No segundo ensaio, para o isolado sensivel, 7 tratamentos (I 48, | 49, |
50, 1 53, 1 54, 1 55 e | 56) reduziram o crescimento micelial, com diametro entre 13,1 e
17,2mm, o controle apresentou crescimento micelial de 20,1mm; para o isolado
resistente ndo houve diferenca estatistica entre os antagonistas e o controle (TABELA
3, GRAFICO 2 e FIGURA 3).

TABELA 3 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSI’VEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS DIFUSIVEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.

Tratamentos Isolados - Ensaio 1 Isolados - Ensaio 2
S R média S R média
. Controle 22,8 20,8 218b  20,1aA 23,3 aA 21,7
& UFPR-F4 22 224  222b 188aA 21 aA 19,9
" 144 25,9 20,7 23,3 b 19,1 aB 24,1 aA 21,6
.g 145 22 23,7 229b 20,4 aA 23,9 aA 22,2
£ 148 24,2 229 236b 166bB  245aA 206
2 149 18,7 22,5 206 b 14,7 bB 23,2 aA 19
§ I 50 23,8 22,9 234b 16,2bB 25,2 aA 20,7
=2 151 23,7 23,8 238 b 18,3 aB 25,4 aA 21,9
g 152 29,5 29,5 295a 20,2 aA 21,6 aA 20,9
157 29,9 27,9 289 a 17,7 aB 23,6 aA 20,7
2 o | 53 28,1 26,8 275 a 16 bB 24,9 aA 20,5
S S 154 27,6 25,2 26,4 a 17,2 bB 25,2 aA 21,2
E g 155 26,6 23 248 b 13,1 bB 23,6 aA 18,4
- 1 56 27,1 30,8 29 a 14,8 bB 26,7 aA 20,8
média 25,1 24,5ns2 17,4 24

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferiram
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 1PB: Padréo Bioldgico; 2ns: ndo significativo.
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GRAFICO 2 - CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSI'VEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS DIFUSIVEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais n&o diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). ns: ndo
significativo.
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FIGURA 3 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSIVEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS DIFUSIVEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum (SEGUNDO ENSAIO).

Controle

e\

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Monilinia fructicola sensivel a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina; (B)
Monilinia fructicola resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.

No primeiro ensaio ndo houve interacdo significativa na producédo de compostos
termoestaveis entre os fendtipos de M. fructicola com resisténcia e sensibilidade; o
isolado sensivel apresentou maior crescimento micelial em relacdo ao isolado
resistente (TABELA 4 e GRAFICO 3). No segundo ensaio houve interacéo entre os
fendtipos de M. fructicola sensivel e resistente ao fungicida, o controle e os
antagonistas | 44, | 52 e | 54 apresentaram menor crescimento micelial para o isolado
sensivel quando comparado ao resistente, ja o isolado | 49 reduziu o crescimento do
isolado resistente (TABELA 4, GRAFICO 3 e FIGURA 4).

Em relacdo aos tratamentos, nos dois ensaios o padrao biolégico (UFPR-F4)
apresentou o melhor resultado de reducgéo do crescimento micelial, com ICM variando

de 67 a 79% e alguns tratamentos diferiram da testemunha, porém com pouco efeito
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quando comparado ao padréo biolégico UFPR-F4 (TABELA 4, GRAFICO 3, FIGURA
4 e FIGURA 6).

TABELA 4 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSI’\/EL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS TERMOESTAVEIS POR ISOLADOS
DE Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.

Tratamentos Isolados - Ensaio 1 Isolados - Ensaio 2
S R média S R média
. Controle 23,1 21,9 225b  152cB 23,9 aA 19,6
& UFPRF4 5 5 5e 5 dA 5 cA 5
L, 144 176 1645 17 d 16cB  209aA 185
8 145 1721 1606 166 16cA  193aA 177
£ 148 249 237 243a 223bA  201aA 212
2 149 21,2 201 20,7b 257aA  21,3aB 235
@ 150 247 235 24la 226bA  216aA 221
2 181 22,6 21,4 22b  208bA  198aA 203
2 152 19,9 188  194c¢ 18cB  224aA 202
157 24,5 233  239a 20bA 202aA 20,6
g o 153 19,8 187 193¢  169cA  179bA 174
T 5 154 20,2 19  196c 172c¢cB  215aA 194
2L 155 18 169 175d 16,6 cA 17bA 168
1 56 15,9 148 154d  155cA  157bA 156
média  196A  18,5B 17,8 19

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferiram
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 1PB: Padrdo Biolégico.

GRAFICO 3 - CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENS[VEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS TERMOESTAVEIS POR ISOLADOS
DE Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

FIGURA 4 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola SENSI'\/EL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS TERMOESTAVEIS POR ISOLADOS
DE Trichoderma spp. E Trichothecium roseum (SEGUNDO ENSAIO).

Controle UFPR-F4

R\ .

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Monilinia fructicola sensivel a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina; (B)
Monilinia fructicola resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.
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Houve interacdo entre os fenétipos de M. fructicola sensivel e resistente ao
fungicida nos dois ensaios realizados em relacédo a producdo de compostos volateis
(TABELA 5 e GRAFICO 4). No primeiro ensaio, o controle e os antagonistas | 45, | 49,
| 57 e | 55 apresentaram menor crescimento micelial para o isolado resistente; ja 0s
antagonistas | 51 e |1 54 reduziram o crescimento micelial do isolado sensivel (TABELA
5 e GRAFICO 4). No segundo ensaio, para 9 antagonistas (1 44, 148, 1 51,152, | 57, |
53,154,155 e | 56) e também no tratamento controle o isolado sensivel apresentou
maior crescimento quando comparado ao resistente (TABELA 5, GRAFICO 4 e
FIGURA 5).

Quanto aos tratamentos, no primeiro ensaio, os isolados | 48, | 51 e | 54
reduziram o crescimento micelial do isolado sensivel; para o isolado resistente, 6
antagonistas (1 44, 1 45, 148, 1 49, |1 57 e | 55) apresentaram os melhores resultados
de reducdo do crescimento micelial, com diametros variando de 11,2 a 15,5mm, o
controle apresentou diametro de 20,7mm (TABELA 5 e GRAFICO 4). No segundo
ensaio, tanto para o isolado sensivel quanto para o isolado resistente, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos (TABELA 5, GRAFICO 4 e FIGURA 5).

TABELA 5 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola S'ENSiVEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.

Tratamentos Isolados - Ensaio 1 Isolados - Ensaio 2
S R média S R média
. Controle 26,9 aA 20,7 aB 238 243aA 178aB 211
2  UFPR-F4 25,8 aA 22,3 aA 24,1 20,2 aA 19,1 aA 19,7
" | 44 18,7 cA 15 bA 16,9 234aA 137aB 18,6
8 145 22 bA 15,3 bB 18,7 16,6 aA 17aA 16,8
% 148 13,9 dA 13,5 bA 13,7 21,5 aA 12 aB 16,8
2 149 17,5 cA 11,2 bB 14,4 21,8 aA 17,4 aA 19,6
2 150  208bA  204aA 206 155aA 188aA 17.2
3 151 11,6 dB 19 aA 15,3 223aA 106aB 16,5
g 152 25,3 aA 22,8 aA 24,1 20,4 aA 13,7 aB 17,1
157 26 aA 15,3 bB 20,7 258aA 18,2 aB 22

153 21,1 bA 22 aA 21,6 21,4aA 158 aB 18,6
154 13,6 dB 20,3 aA 17 269aA 178aB 22,4
155 20,5 bA 15,5 bB 18 238aA 155aB 19,7
156 20,4 bA 18,6 aA 19,5 233aA 17,2 aB 20,3
média 20,3 18 21,9 16
FONTE: A autora (2024).

Isolados
de solo

LEGENDA: Médias com letras iguais, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferiram
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 1PB: Padrdo Bioldgico.
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GRAFICO 4 - CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola $ENSI’VEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Médias com letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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FIGURA 5 — CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DE Monilinia fructicola S'ENSI'VEL E RESISTENTE A
FUNGICIDAS EM RELACAO A PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum (SEGUNDO ENSAIO).

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Monilinia fructicola sensivel a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina; (B)
Monilinia fructicola resistente a tiofanato-metilico, tebuconazol e azoxistrobina.
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FIGURA 6 — INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL (%) DE Monilinia fructicola SENSIVEL E
RESISTENTE A FUNGICIDAS POR DIFERENTES MECANISMOS DE ACAO COM ISOLADOS DE
Trichoderma spp. E Trichothecium roseum.
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Os resultados referem-se a média entre o Ensaio 1 e 0 Ensaio 2. (A e B) Ensaio de
cultura pareada; (C e D) Ensaio de compostos difusiveis; (E e F) Ensaio de compostos termoestaveis;
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4.2 EFEITO DOS ISOLADOS Trichoderma spp. E Trichothecium roseum NA
REDUCAO DO INOCULO DE M. fructicola EM FRUTOS DE PESSEGO
MUMIFICADOS

Nas mumias tratadas com diferentes bioldgicos e com fungicida Delan® houve
o crescimento de diferentes fungos na superficie, sendo evidente o crescimento de
Trichothecium roseum e de Trichoderma sp. em seus respectivos tratamentos
(FIGURA 7).

A incidéncia de Monilinia fructicola em péssego em conserva no primeiro ensaio
foi confirmada apenas no controle; nos demais tratamentos, verificou-se a ocorréncia
de fungos como Aspergillus sp., Mucor sp., Penicilium sp., Rhizopus sp. e
Trichoderma sp., sendo Penicillium sp. e Rhizopus sp. os fungos de maior incidéncia
A incidéncia de Rhizopus sp. foi maior no controle (81,25%) (FIGURA 8).

No segundo ensaio foram realizadas duas avaliacfes, no terceiro € no sexto
dia apos a repicagem dos fragmentos das mumias para os péssegos em conserva,
em ambas as avaliacbes nao surgiu leséo tipica de podridao parda, os fungos de maior
incidéncia também foram Penicillium sp. e Rhizopus sp. (FIGURA 9 e FIGURA 11).
No sexto dia observa-se uma incidéncia maior de Trichoderma sp. (FIGURA 10 e
FIGURA 11).
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FIGURA 7 — MUMIAS DE PESSEGO TRATADAS COM FUNGICIDA DELAN® E DIFERENTES
ANTAGONISTAS FUNGICOS (ENSAIO 2).
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FONTE: A autora (2024).
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LEGENDA: (A) Mdmias no dia do tratamento; (B) MUmias 7 dias ap0s o tratamento; (C) Mdmias 14
dias apo6s o tratamento.



FIGURA 8 — INCIDENCIA DE DIFERENTES FUNGOS PROVENIENTES DE ML’J’MIAS DE PESSEGO
TRATADOS COM FUNGICIDA DELAN® E DIFERENTES ANTAGONISTAS FUNGICOS, APOS 3
DIAS DE CRESCIMENTO EM PESSEGO EM CONSERVA (ENSAIO 1).
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Controle (mUimias sem tratamento); (B) Padrdo quimico (Delan®); (C) Suspensao de
Trichothecium roseum; (D) Trichothecium roseum termoestavel; (E) | 45 (suspensédo de Trichoderma
sp.); (F) 1 51 (suspenséo de Trichoderma sp.); (G) | 52 (suspenséo de Trichoderma sp.); (H) 1 55

(suspenséo de Trichoderma sp.).
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FIGURA 9 — INCIDENCIA DE DIFERENTES FUNGOS PROVENIENTES DE ML’J’MIAS DE PESSEGO
TRATADOS COM FUNGICIDA DELAN® E DIFERENTES ANTAGONISTAS FUNGICOS, APOS 3
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Trichothecium roseum; (D) Trichothecium roseum termoestavel; (E) | 45 (suspensao de Trichoderma
sp.); (F) 1 51 (suspenséo de Trichoderma sp.); (G) | 52 (suspenséo de Trichoderma sp.); (H) 1 55

(suspenséo de Trichoderma sp.).
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~ FIGURA 10 - INCIDENCIA DE DIFERENTES FUNGOS PROVENIENTES DE MUMIAS DE
PESSEGO TRATADOS COM FUNGICIDA DELAN® E DIFERENTES ANTAGONISTAS FUNGICOS,
APOS 6 DIAS DE CRESCIMENTO EM PESSEGO EM CONSERVA (ENSAIO 2).
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Trichothecium roseum; (D) Trichothecium roseum termoestavel; (E) | 45 (suspensao de Trichoderma
sp.); (F) 1 51 (suspenséo de Trichoderma sp.); (G) | 52 (suspenséo de Trichoderma sp.); (H) 1 55
(suspenséo de Trichoderma sp.).
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FIGURA 11 - DIFERENTES FUNGOS PROVENIENTES DE MUMIAS DE PESSEGO, TRATADAS
COM FUNGICIDA DELAN® E DIFERENTES ANTAGONISTAS FUNGICOS, CRESCIDOS EM
SEGMENTOS DE FRUTOS DE PESSEGO EM CONSERVA (ENSAIO 2).
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: (A) Fungos ap0s 3 dias de crescimento em péssego em conserva; (B) Fungos apds 6 dias
de crescimento em péssego em conserva.
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5 DISCUSSAO

Estudos com controle biolégico veem sendo discutidos em diversas areas da
agricultura. No presente trabalho, o Trichothecium roseum, os isolados de
Trichoderma spp. endofiticos e os isolados de Trichoderma spp. de solo
demonstraram potencialidade para o controle de Monilinia fructicola. Os isolados
testados apresentaram diferentes mecanismos de acao e variacdes entre o efeito de
controle comparando isolado sensivel e resistente a fungicidas.

Isolados antagdnicos endofiticos tém apresentado grande potencial de
biocontrole, principalmente os pertencentes ao género Trichoderma (Rajani et al.,
2021; Amorim; Orlandelli; Pamphile, 2019; De Silva et al., 2019; Sbravatti Janior et al.,
2013). Card et al. (2009) demonstraram a eficiéncia de Trichoderma atroviride,
endofitico de folhas de morangueiro, no controle de B. cinerea; os mecanismos de
acado de T. atroviride foram descritos como uma combinacdo de competicdo por
acucares, producado de compostos nao volateis e possivel micoparasitismo. Wulandari
et al. (2022) isolaram 11 fungos e 9 bactérias endofiticas de quatro tecidos de rami
(Boehmeria nivea), incluindo raizes, caules, folhas e flores, com potencial antagdnico
por meio de parasitismo, competicdo e antibiose. Martins et al. (2021) relataram a
presenca de fungos endofiticos presentes em flores de oliveira (Olea europaea L.)
capazes de atuar na reducédo da incidéncia de antracnose nos pomares de oliva.

O efeito no crescimento micelial in vitro de antagonistas contra patdgenos em
geral pode estar relacionada com a competicdo por nutrientes (Chen et al., 2020) ou
com a producdo de metabdlitos antifiungicos e/ou compostos termoestaveis (Bezerra
et al., 2019; Lima et al.,, 2014; Kupper; Gimenes-Fernandes; Goes, 2003). Sendo
assim, a competicdo e a antibiose sdo os provaveis mecanismos de acdo por meio do
qgual os antagonistas utilizados nesse trabalho atuam. Além disso, a producéo de
enzimas degradadoras de parede celular como como b-1,3-glucanase, N
acetilglucominidases, lipases, proteases e quitinase por Trichoderma sp. sdo capazes
de degradar micélios fungicos estando relacionadas ao biocontrole realizado por
microrganismos antagdnicos (Cheong; Cheow; Ting, 2017; Chet, 1992).

Os resultados in vitro também demonstraram que, de modo geral, diferencas
foram observadas no controle contrastando o patégeno com resisténcia e com
sensibilidade e tais diferencas variaram entre 0s antagonistas sem um padrao

definido. Segundo Lorito et al. (2010), a capacidade de Trichoderma spp. produzir
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metabdlitos secundarios e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies, entre
isolados da mesma espécie, entre suas fontes de isolamento e em funcdo dos
compostos antifangicos secretados. Além disso, em alguns ensaios in vitro, os
patbgenos apresentam maior crescimento micelial na presenca dos fungos
antagonistas quando comparado ao controle. Uma possibilidade levantada é que, no
momento de interacdo entre os antagonistas endofiticos e o isolado patogénico, a
acdo de compostos secretadas pelo antagonista pode ter efetuado um efeito sinérgico
decorrente da producdo de substancias estimuladoras sobre o fungo patogénico,
potencializando seu crescimento (Azevedo, 1998). Gabardo et al. (2020) testaram o
potencial antagbnico de Bacillus subtillis e Trichoderma asperellum no controle de
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Colletotrichum
dematium var. truncata in vitro por meio do pareamento de col6nias e da producéo de
compostos difusiveis. B. subtilis e T. asperellum controlaram os fitopatégenos,
entretanto, da mesma forma como ocorreu neste trabalho, o nivel de controle variou,
dependendo do isolado e de sua adaptacdo as condicBes bidticas e abidticas
especificas, dentro e entre espécies.

Em relacdo a producdo de CT, o Trichothecium roseum apresentou 0S
melhores resultados de reducéo do crescimento micelial, evidenciando a producao de
composto termoestavel. Estudos como de Jayaprakashvel et al. (2010) relataram
efeitos de metabdlitos secundéarios termoestaveis de T. roseum no controle de
Rhizoctonia solani em arroz. Os autores observaram que os metabdlitos MMLOO03 de
T. roseum eram relativamente estaveis ao calor, de modo que podiam reter sua
atividade antifUngica mesmo apdés a autoclavagem. Bezerra et al. (2019) realizaram
teste de compostos termoestaveis com espécies endofiticas de Trichoderma
provenientes de bromélias de restingas para controle de fusariose (Fusarium
gluttiforme) em frutos de abacaxi, no teste de termoestabilidade os metabdlitos de
Trichoderma spp. mantiveram-se ativos mesmo apds autoclavagem e inibiram o
crescimento micelial do patdégeno, indicando o potencial desses metabolitos
antifungicos, nas condigdes experimentais utilizadas.

Frutos mumificados de péssego atuam como uma das principais fontes de
indculo primério no campo, contribuindo para o ciclo de infeccdo de patégenos como
Monilinia fructicola. As mumias, ao permanecerem nos pomares, liberam esporos que
podem iniciar novas infec¢des, especialmente em condi¢cdes climaticas favoraveis
(Agrios, 2005; Bleicher, 1997).
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O uso de controladores biolégicos no manejo das mumias oferece uma
alternativa sustentavel e eficaz, reduzindo a utilizacdo de fungicidas quimicos e
minimizando os impactos ambientais. Além disso, 0s agentes biologicos podem
colonizar os tecidos das mumias, competindo com o patégeno ou produzindo
compostos antimicrobianos que inibem seu desenvolvimento. Essa abordagem néo
s6 diminui a pressao do indculo primario, como também ajuda a reduzir a evolucao da
resisténcia dos patdgenos aos fungicidas, promovendo um manejo integrado mais
sustentavel e eficiente.

Nos dois ensaios realizados com frutos mumificados de péssego houve uma
alta incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus, Penicilium e Rhizopus. Tal
ocorréncia pode ser explicada pela presenca desses fungos nos tecidos das mumias,
que, ao entrarem em contato com o péssego em conserva, encontraram um ambiente
favoravel para seu rapido desenvolvimento. Resultados similares foram observados
por Hong, Michailides e Holtz (2000) ao realizarem a andlise da micoflora de mumias
de péssego coletadas de arvores e do solo na Califérnia durante o inverno de 1995-
96 e de 1996-97. No estudo, foram coletadas mumias com pouco ou nenhum
contaminante visivel em suas superficies, a micoflora foi determinada plaqueando
tecidos internos em placas de Petri contendo meio BDA. 20 géneros, representando
29 espécies de fungos, foram isolados dos tecidos internos, havendo a predominancia
de Penicillium sp. (23,7%), Mucor sp. (19,6%), Cladosporium sp. (17,3%) e Rhizopus
sp. (11,1%) em 1995-96 e Penicillium sp. (32,7%), leveduras nao filamentosas
(14,6%), Monilinia sp. (13,5%), Aspergillus sp. (8,8%) e Rhizopus sp. (8%) em 1996-
97.

A viabilidade da M. fructicola nas mumias utilizadas no segundo ensaio também
pode ter sido afetada pelo periodo prolongado no qual ficaram armazenadas em
ambiente refrigerado no LEMID (aproximadamente 15 meses). A alta incidéncia de
Rhizopus spp. nos dois ensaios pode ser explicada pela ocorréncia comum desse
fungo no solo (Hong; Michailides; Holtz, 2000), visto que as mumias utilizadas nos
dois ensaios foram coletadas no chdo dos pomares. O T. roseum e o Trichoderma sp.
(I 52) apresentaram capacidade de colonizar o tecido das mumias, porém, ndo houve
incidéncia de T. roseum nos péssegos em conserva, uma hipdtese levantada € que
seu crescimento pode ter sido suprimido pelo crescimento mais rapido dos demais

fungos. Houve aumento da incidéncia dos Trichoderma sp. e diminuicdo de
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Aspergillus sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., indicando a capacidade antagbnica
dos isolados de Trichoderma sp. em relacéo a tais fungos.

Recomenda-se que novos estudos sejam realizados com mumias recém
coletadas do campo para avaliar o efeito dos isolados de Trichoderma spp. e T.
roseum na reducdo do indculo de M. fructicola. Além disso, o efeito dos melhores
isolados antagdnicos deve ser testado para controle em campo da queima floral e da
podriddo parda do pessegueiro na colheita e na pés colheita. Estudos
complementares com efeito dos isolados ou dos ativos produzidos devem ser
conduzidos para verificar interferéncia na germinacao de conidios e na formacéo do

tubo germinativo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O Trichothecium roseum, os Trichoderma spp. endofiticos e os Trichoderma
spp. de solo apresentaram potencial antagbnico contra Monilinia fructicola e os
antagonistas apresentaram acdo antagoénica por diferentes mecanismos de acédo. O
T. roseum apresentou excelente potencial de controle em relacdo a producdo de
compostos termoestaveis e os antagonistas | 48 e | 49 apresentaram resultados para
os testes de cultura pareada, compostos difusiveis e compostos volateis, indicando
gue estes antagonistas apresentam potencial antag6nico por diferentes mecanismos
de acéo.

Os Trichoderma spp. apresentaram capacidade de colonizar o tecido dos frutos
mumificados, bem como expressaram atividade antagdnica em relacao a Aspergillus
sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp., porém recomenda-se que novos estudos sejam
realizados com mumias recém coletadas do campo para avaliar o efeito dos isolados
de Trichoderma spp. e T. roseum na reduc¢ao do indculo de M. fructicola, visto que ndo
houve incidéncia de lesao tipica de podriddo parda nos ensaios realizados neste
estudo.

De modo geral, existe uma necessidade de desenvolver estudos subsequentes
para avaliar a viabilidade de formulacdes a base dos antagonistas para o controle de
doencas, bem como avaliar a eficiéncia sob condicbes de campo. Além disso,
destaca-se a importancia de realizar a identificagdo molecular de Trichoderma spp. e

a caracterizacdo do composto secretado por T. roseum, em especial 0s termestaveis.
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