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RESUMO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris) é muito importante para os brasileiros, porém alguns
fatores podem afetar negativamente sua produtividade, em especial a incidéncia de doengas. A
antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) é uma das principais, podendo causar dano total
da producdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar espécies de Trichoderma, acibenzolar-S-
metilico para inducéo de resisténcia e fungicida hidroxido de fentina em plantas de feijdo das
cultivares IPR Tuiuiu e IPR Quero-Quero para protecdo contra a antracnose. Foram realizados
experimentos em casa de vegetagdo com avaliagdo da severidade da antracnose e tratamento de
sementes, em folha destacada, em campo em trés localidades com avaliacdo de severidade e
produtividade, analise sanitaria de sementes e analises enzimaticas. Houve reducdo na
severidade da antracnose em ambas cultivares nas condigdes de casa de vegetacdo com a
aplicacdo dos tratamentos, com destaque para Trichoderma spp. Para a cultivar IPR Tuiuid, as
variaveis porcentagem de emergéncia e plantulas sadias ndo foram afetadas positivamente com
a aplicacdo dos tratamentos. Para a cultivar IPR Quero-Quero, em geral o tratamento das
sementes com Trichoderma spp. resultou em maiores porcentagens de emergéncia e plantulas
sadias para ambos o0s experimentos. No teste de transmissibilidade em rolo de papel a aplicagéo
de todos os tratamentos reduziu a incidéncia do patdgeno das sementes das duas cultivares. No
experimento de folha destacada observou-se que os tratamentos foram capazes de reduzir a
severidade da antracnose nas folhas, mas ndo foi observada inducéo de resisténcia sistémica em
ambas cultivares avaliadas. Nos experimentos de campo em Ponta Grossa — PR, todos os
tratamentos testados reduziram a AACPD da antracnose nas duas cultivares, mas ndo foram
observadas diferencas com relacdo aos componentes de producdo nas trés safras. Em
Prudentdpolis — PR houve reducdo da AACPD com a aplicacdo dos tratamentos e aumento de
produtividade em relacdo ao controle. No municipio de Teixeira Soares — PR o tratamento foliar
ndo foi capaz de gerar reducdo da antracnose e houve redugdo de produtividade quando
comparado ao fungicida. A incidéncia da antracnose foi reduzida em sementes oriundas dos
campos de todos os tratamentos que receberam aplicacdo foliar, quando comparados ao
controle. Houve aumento na concentracdo da faseolina nas duas cultivares testadas quando
comparados ao controle. O tratamento das sementes ndo promoveu aumento da atividade da
peroxidase para as cultivares, mas na presenca de C. lindemuthianum houve incremento na
cultivar IPR Quero-Quero. Para polifenoloxidase, a atividade enzimatica foi menor que o
controle para a cultivar IPR Quero-Quero e na presenca do patdgeno as espécies T. asperellum,
T. harzianum e T. koningiopsis proporcionaram aumento na atividade da polifenoloxidase. O
uso de Trichoderma spp. pode ser uma alternativa viavel para a protecdo contra C.
lindemuthianum em sementes de feijdo das cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero em casa
de vegetacdo. O uso de Trichoderma spp. para controle da antracnose pode resultar em
eficiéncia igual ou superior aquela obtida com o uso de fungicidas em condic¢Ges de campo.

Palavras-chaves: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, Trichoderma spp.,
acibenzolar-S-metilico, controle bioldgico, resisténcia sistémica.



ABSTRACT

The Culture of Beans (Phaseolus vulgaris) is very important for Brazilians, however, some
factors might negatively affect their productivity, especially the incidence of diseases.
Anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum) is one of the main diseases, which may cause
total damage to production. The objective of this work was to evaluate Trichoderma species,
acibenzolar-S-methyl for resistance induction and fentin hydroxide fungicide in bean plants of
the cultivars IPR Tuiuit and IPR Quero-Quero for protection against anthracnose. Experiments
were carried out in a greenhouse with evaluation of the severity of anthracnose and treatment
of seeds, in detached leaf, in the field in three locations with evaluation of severity and
productivity, sanitary analysis of seeds and enzymatic analysis. There was a reduction in the
severity of anthracnose in both cultivars under greenhouse conditions with the application of
treatments, with emphasis on Trichoderma spp. For the cultivar IPR Tuiuiu, the variables
percentage of emergence and healthy seedlings were not positively affected with the application
of the treatments. For the cultivar IPR Quero-Quero, in general, seed treatment with
Trichoderma spp. resulted in higher percentages of emergence and healthy seedlings for both
experiments. In the paper roll transmissibility test, the application of all treatments reduced the
incidence of the pathogen in the seeds of both cultivars. In the detached leaf experiment, it was
observed that the treatments were able to reduce the severity of anthracnose in the leaves, but
no induction of systemic resistance was observed in both cultivars evaluated. In the field
experiments in Ponta Grossa — PR, all the treatments tested reduced the AUDPC of anthracnose
in the two cultivars, but no differences were observed in relation to the components of
production in the three growing seasons. In Prudentopolis — PR there was a reduction in
AUDPC with the application of treatments and an increase in productivity in relation to the
control. In the city of Teixeira Soares — PR, the foliar treatment was not able to generate
anthracnose reduction and there was a reduction in productivity when compared to the
fungicide. The incidence of anthracnose was reduced in seeds from the fields of all treatments
that received foliar application, when compared to the control. There was an increase in the
concentration of phaseolin in the two cultivars tested when compared to the control. Seed
treatment did not promote an increase in peroxidase activity for the cultivars, but in the presence
of C. lindemuthianum there was an increase in the cultivar IPR Quero-Quero. For
polyphenoloxidase, the enzymatic activity was lower than the control for the cultivar IPR
Quero-Quero and in the presence of the pathogen the species T. asperellum, T. harzianum and
T. koningiopsis provided an increase in polyphenoloxidase activity. The use of Trichoderma
spp. may be a viable alternative for protection against C. lindemuthianum in bean seeds of
cultivars IPR Tuiuit and IPR Quero-Quero in a greenhouse. The use of Trichoderma spp. for
anthracnose control might result in efficiency equal to or greater than that obtained with the use
of fungicides under field conditions.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, Trichoderma spp.,
acibenzolar-S-methyl, biological control, systemic resistance.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) tem grande representatividade para
diversos paises, mas em especial para o Brasil, levando em conta aspectos de consumo que
partem desde o habito cultural até assuntos que englobam seguranga alimentar. O feijdo é
considerado um alimento saudavel, fonte de proteinas, com consumo generalizado pela
populacéo brasileira, independente da classe social, configurado como um item significativo na
cesta basica (FAOSTAT, 2021; SOUZA; WANDER, 2014).

Algumas condic¢des desfavoraveis podem acometer a cultura do feijdo e reduzir a
produtividade. Dentre elas podemos citar as anomalias genéticas, arquitetura de planta,
atributos do solo, competicdo com plantas daninhas, ocorréncia de pragas e em especial a
incidéncia e severidade de doencas.

As doencas podem ser de origem bacteriana, viral ou fungica e uma das principais é a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Briosi &
Cavara que pode ocasionar danos significativos ou até mesmo dano total na producéo, além da
depreciacdo e reducdo da qualidade dos grdaos (PADDER et al., 2017; WENDLAND et al.,
2016).

A antracnose € considerada uma das doengas mais cosmopolita do feijao, com registros
de ocorréncia na Europa, Asia, Africa e Américas. Regides com temperaturas moderadas, alta
umidade relativa e dias nublados sdo favoraveis para incidéncia da doenca. No Brasil, 0s
registros mais frequentes tém sido nos Estados da Regido Centro-Sul e regides serranas onde
se cultiva feijao (WENDLAND et al., 2016).

Vérias estratégias de controle podem ser empregadas no manejo integrado de doencas,
como rotacdo com culturas ndo hospedeiras, uso de cultivares resistentes, controle biologico e
controle quimico (AGRIQOS, 2005b; GADAGA et al., 2017; SILVA JUNIOR; BEHLAU,
2018). Atualmente o controle da antracnose é baseado no uso de fungicidas, como
estrobilurinas, ditiocarbamatos, triazois, organoestanicos, entre outros (AGROFIT, 2022).

Contudo, o uso desordenado de agroquimicos pode ocasionar problemas no controle
com a selecdo de populacdes de patdgenos que se tornam resistentes, o que onera e dificulta a
producéo, além da possibilidade de contaminacdo ambiental, humana e animais.

A busca por novas tecnologias que proporcionem a reducgéo da possibilidade de sele¢do
de populag0es resistentes e o custo de producgdo, inclusive que promovam aumento no espectro

de controle de doencas é uma tatica a ser adotada pela agricultura brasileira e mundial. Dessa
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forma, as pesquisas que empregam fontes alternativas para o controle de doencas sé&o
fundamentais.

As plantas séo favorecidas por mecanismos estruturais e bioquimicos que garantem as
defesas contra patogenos. O complexo conjunto de mecanismos abrange sinais que comegam
com o reconhecimento do patégeno com reprogramacao metabolica que resulta em respostas
de defesa (CAVALCANTI; PEREIRA; RIBEIRO JUNIOR, 2014; STANGARLIN et al.,
2011).

A inducdo de resisténcia nas plantas desencadeia 0 aumento do nivel de resisténcia
mediante uso de agentes externos (STADNIK, 2000). Esse aumento no nivel de resisténcia
ocorre de forma ndo especifica, pela ativacdo de genes que codificam para diversas respostas
de defesa na planta (CAVALCANTI et al., 2005).

Dentre as fontes alternativas de controle podemos citar 0 uso de agentes bioldgicos,
como € o caso das espécies do fungo Trichoderma, que sdo fungos saprobio, habitantes muito
comuns do solo e exercem antagonismo a varios microrganismos fitopatogénicos (MASSOLA
JUNIOR, 2018).

O controle de doencas com uso de Trichoderma spp. pode ser feito via controle direto
de patégenos por antibiose, antagonismo ou parasitismo e também mediante estimulo de
defesas nas plantas hospedeiras (BISEN et al.,2016; DILDEY, 2017; FIGUEIRA et al., 2020).
Essas séo decisdes auspiciosas que devem ser levadas em conta na tomada de deciséo e fazer

parte do manejo integrado de doencas.
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2 OBJETIVO

Avaliar diferentes espécies de Trichoderma aplicadas na cultura do feijdo com

finalidade de inducdo de resisténcia para protecéo contra a antracnose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar diferentes espécies de Trichoderma para inducgéo de resisténcia em plantas de
feijdo para protegdo contra a antracnose via aplicacéo foliar em laboratorio, casa de vegetagdo
e campo.

Analisar caracteristicas de Trichoderma spp. para controle de Colletotrichum
lindemuthianum via tratamento de sementes.

Averiguar a sanidade de sementes obtidas ap6s o controle da antracnose via aplicacéo
foliar em condicGes de campo.

Avaliar a ativacdo de mecanismos de defesa da planta pela analise das enzimas
peroxidase de guaiacol (POX) e polifenoloxidase (POL) em plantulas de feijao via tratamento

de sementes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTURA DO FEIJAO

A planta de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € classificada como anual, pertencente a
classe Dicotiledoneae, subclasse Archichlamydeae, ordem Rosales, familia Fabaceae e
subfamilia Faboideae (SANTOS et al., 2015) e tem como centro de origem a América Latina.
O feijdo pode ser cultivado, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais do mundo e €
considerado como um objeto de seguranca alimentar, uma vez que seus graos sdo importantes
fontes de proteinas para as populagdes de paises em desenvolvimento, especialmente para as
classes com menor renda (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

O feijdo € uma leguminosa que possui a emergéncia dos cotilédones na superficie do
solo, ou seja, germinacdo epigea. E uma planta herbacea, trepadora ou ndo, com sistema
radicular pivotante e parte aérea constituida por uma haste principal ramificada, ereta ou nao.
Possui folhas de dois tipos, sendo as primarias constituidas apenas de um foliolo, que se
encontra no apice do epicatilo e as folhas verdadeiras com trés foliolos (SILVA, 2011).

O fruto é uma vagem, com comprimento entre 10-20 cm, recurvada ou nao,
comumente terminada com bico proeminente. Os gréos apresentam cores e tamanhos diversos,
de acordo com as variedades. A fase vegetativa compreende o periodo de desdobramento das
folhas primérias até o aparecimento dos primeiros botdes florais e a fase reprodutiva desde a
emissdo dos botdes florais até o pleno enchimento de vagens e maturacdo dos gréos. Ha dois
tipos de crescimento: indeterminado no qual uma gema vegetativa ou floral esta presente na
extremidade do caule e determinado no qual hd uma inflorescéncia na extremidade caulinar
(SANTOS et al., 2015).

O feijdo € cultivado em mais de 100 paises e 0os maiores produtores mundiais, em
ordem, sdo China, india, Myanmar e Brasil, responsaveis por 64,8% da producfo mundial em
2020. Em relacéo a produgdo historica, o desempenho do Brasil vem diminuindo ao contrario
dos outros principais produtores mundiais (ARAGAQO; CONTIN, 2021). O consumo é pequeno
em paises com maior desenvolvimento e os maiores produtores sdao também os maiores
consumidores mundiais, gerando assim poucos excedentes para exportagdo o que limita o
comércio internacional do produto (COELHO, 2019).

No Brasil, hd estimativa de que a cada 10 habitantes, sete consomem feijao
diariamente, porém o consumo per capta no pais diminuiu 42,5% nos Gltimos 40 anos, passando
de 24,9 Kg para 14,3 Kg por habitante ao ano. Isso se deve ao fato da urbanizagéo e ao aumento

do tamanho da classe média no Brasil, fazendo com que a populagdo migrasse o consumo de
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feijdo e arroz para proteinas de fontes animais, principalmente a carne de frango (PEIXOTO,
2019).

No Brasil, a producdo de feijao possui algumas peculiaridades quando comparada a de
outros grdos. A maior parte da producdo, em torno de 70%, é proveniente da agricultura
familiar, ao contrario do que ocorre com soja (Glycine max L.) e milho (Zea mays L.) que s&o
cultivadas em extensas areas por grandes produtores (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Ocorrem trés safras por ano, a 1* safra ou safra das “aguas”, com semeadura de agosto
a dezembro concentrada nas Regides Sul, Sudeste e Sul da Bahia. A 22 safra ou safra da “seca”
é semeada entre janeiro e julho e abrange todos os Estados brasileiros, com concentra¢do na
Regido Nordeste e a 3% safra ou safra de “inverno” divide-se em safra de sequeiro e irrigada,
com semeadura de maio a agosto, concentrada nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Goias
e Bahia (CARVALHO et al., 2014).

O fato de o grdo ser cultivado em todo o pais, em varias safras, garante que durante
todo o ano em alguma parte do territorio nacional tenha feijdo sendo colhido ou semeado
(SILVA; WANDER, 2013). S&o cultivados varios tipos e grupos comerciais, dentre eles 0s
tipos: preto, carioca, roxo, mulatinho, rosinha, vermelho, manteigdo, entre outros (VIEIRA;
PAULA JUNIOR; BOREM, 2006). O tipo mais aceito e consumido pelo mercado brasileiro é
o carioca, presente em todas as regides produtoras do pais, corresponde a mais de 70% do feijdo
consumido pela populacdo (PEREIRA et al., 2012).

O feijdo tipo preto € o segundo mais cultivado e consumido no pais, apresenta maior
aceitacdo nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro e Espirito
Santo (CARNEIRO; PAULA JUNIOR; BOREM, 2015). Segundo dados da CONAB (2020) a
Regido Sul é responsavel por mais de 90% da producdo de feijdo tipo preto no Brasil, sendo o
Parana o maior Estado produtor.

Para 2021/2022, a primeira safra tem estimativa de producdo de cerca de 929,4 mil
toneladas de feijdo, com a soma dos tipos comum cores, comum preto e caupi. Esse resultado
é 4,8% menor em relacdo ao obtido em 2020/2021, especialmente devido as estiagens
registradas na Regido Sul ao longo do ciclo da cultura, impactando na produtividade das
lavouras. Além do mais, as altas temperaturas e reducdo na area plantada nessa regido
resultaram em diminuicdo consideravel no volume esperado. A Regido Sul é muito relevante
para a producéo de feijdo nessa primeira safra e isso acarretou queda nas estimativas nacionais
para o gréo (CONAB, 2022).

As plantas de feijdo se adaptam a diferentes condi¢Ges edafoclimaticas, por isso podem

ser cultivadas durante todo o ano em varias regides e em quase todos os Estados brasileiros,
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favorecendo a constante oferta do produto no mercado (BONETT et al., 2006). Com o0 aumento
dos cultivos onde o feijdo € rotacionado com mais uma ou duas culturas anuais, geralmente soja
e milho, houve aumento da pressdo de doencas no campo. Nos sistemas de producéo irrigados
ou de sequeiro, existem condi¢cbes favoraveis para o desenvolvimento de um complexo de
patdégenos com ampla gama de hospedeiros e/ou que sobrevivem no solo, que podem dificultar
o cultivo de feijédo (LOBO JUNIOR; MACHADO-ROSA; GERALDINE, 2019). Dentre essas
doencas pode-se citar a antracnose como uma das principais que resultam em danos a cultura

do feijéo.

3.2 ANTRACNOSE

A antracnose tem como agente etioldgico o fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.) Briosi & Cavara e € a principal doenca fiingica da cultura do feijdo. E
considerada uma doenca muito destrutiva em regides com temperaturas moderadas e alta
umidade relativa do ar, com danos que podem chegar a até 100% nas cultivares com alta
suscetibilidade, além do comprometimento da qualidade das sementes (PADDER et al., 2017).

E historicamente considerada uma das doencas mais cosmopolitas da cultura do feijo.
Além do dano quantitativo, a doenga causa manchas e lesdes nos gréos, depreciando a qualidade
do produto. Dias nublados, com temperaturas moderadas e alta umidade relativa sdo favoraveis
a ocorréncia de infeccdo das plantas pelo fungo. Por isso, no Brasil, os registros mais frequentes
da doenca tém sido nos Estados da Regido Centro-Sul e regiBes serranas onde se cultiva feijdo,

apesar da doenga ser incidente em todas as regifes do pais (WENDLAND et al., 2016).

3.2.1 Sintomatologia

A antracnose pode ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento da planta, mas é
durante a fase de plantula que ocorre maior suscetibilidade ao patdgeno, uma vez que os tecidos
sdo pouco lignificados. As lesbes podem ser observadas nos cotilédones, hipocoétilo, folhas,
caule, ramos, vagens e sementes, o que dependerd da intensidade da doenga (CAMPA et al.,
2014).

No caule e no peciolo, as lesdes sdo deprimidas e escuras, podendo se aprofundar no
tecido infectado. Os sintomas mais caracteristicos sdo nas folhas (Figura 1A), que surgem na

face abaxial com escurecimento ao longo das nervuras (WENDLAND et al., 2016).
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Lesdes arredondadas, inicialmente de coloragdo marrom-clara, evoluindo para lesdes
deprimidas e escuras com o0 centro mais claro sdo observadas nas vagens (Figura 1B). Em
vagens recem-formadas o excessivo numero de lesdes pode ocasionar enrugamento e
encurtamento, levando-as a seca e queda. Quando as condi¢Ges ambientais sdo favoraveis,
desenvolve-se no centro das lesGes uma massa rosea devido a producao de esporos do fungo
(Figura 1C) (PAULA JUNIOR et al., 2015). Nas sementes ocorrem lesdes necréticas circulares,
pardo-escuras com bordos bem delimitados de coloracdo avermelhada e deprimidas
(WENDLAND et al., 2016).

FIGURA 1 - Sintomas de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em feijdo (Phaseolus vulgaris). Sintomas
nas nervuras dos foliolos e nos peciolos (A); sintomas deprimidos nas vagens com massa résea de
esporos (B); acérvulo e esporos do fungo retirados das les6es presentes nas vagens (C). Ponta Grossa
- PR, 2022.

Fonte: A autora.

3.2.2 Etiologia

O fungo C. lindemuthianum foi descrito pela primeira vez em 1889 e pertence ao reino
Fungi, classe Deuteromycetes, ordem Melanconiales e familia Melanconiaceae. Possui fase
sexual denominada de Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & Schrenk., a qual raramente
é encontrada na natureza e pertence a divisdo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Glomerellales e familia Glomerellaceae (MYCOBANK, 2020).

O patdgeno produz micélio hialino, septado e esporulagdo com coloragdo rosada. Os
conidios séo unicelulares, hialinos, geralmente cilindricos e sua produgdo ocorre em

conidioforos dentro de acérvulos septados, formando uma massa alaranjada e rosada. As setas
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presentes nos acérvulos apresentam cor escura. A espécie tem grande variabilidade genética e
patogénica e, no Brasil, j& foram identificadas mais de 60 racas (WENDLAND et al., 2016).

O fungo ¢ considerado hemibiotréfico, ou seja, apresenta dois modos de nutricdo
intracelular, o biotréfico e o necrotréfico. Esses patdgenos ingressam na planta como
biotréficos, retirando nutrientes da célula hospedeira por meio de uma vesicula, estrutura muito
semelhante ao haustdrio. Apds o estabelecimento de relagdes parasitarias estaveis, o patbgeno
produz hifas secundarias que colonizam as células ao redor a infectada de forma necrotréfica
(AMORIM; PASCHOLATI, 2018).

O inicio da infeccdo ocorre com a aderéncia do conidio a superficie da planta
hospedeira, que em condicbes favoraveis, germina, produz o tubo germinativo e em seguida
forma o apressério, com duracdo de 6 a 9 horas. Da base dos apressorios sdo emitidas as hifas
de penetracdo que perfuram a cuticula e a parede celular da epiderme da planta. Também pode
ocorrer a penetragdo por meio dos estdbmatos (O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985).

A germinacdo dos conidios e a infeccdo dos tecidos é favorecida por temperaturas
moderadas, em torno de 15-22°C e alta umidade relativa com a presenca de agua livre sobre o
tecido da planta. Além de P. vulgaris, leguminosas como Phaseolus lunatus (L.), Phaseolus
acutifolius (Gray), Phaseolus coccineus (L.), Vigna unguiculata (L.) Walp. e Vigna faba (L.)
também sdo hospedeiras de C. lindemuthianum (WENDLAND et al., 2016).

A sobrevivéncia do fungo ocorre em sementes, restos culturais no solo e hospedeiros
alternativos e sao estes meios de sobrevivéncia que mantém o indculo primério da doenca entre
as épocas de semeadura. A disseminacdo primaria e a longas distancias ocorre pelas sementes,
a disseminacao secundaria, a curtas distancias, se da pelo vento e respingos de 4gua, seja chuva
ou irrigacdo (SILVA; POZZA; MACHADO, 2013; SINGH; SCHWARTZ, 2010).

A antracnose esta amplamente distribuida em todo territério brasileiro, mas
principalmente nos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, onde séo
encontradas as condicdes ambientais favoraveis para sua ocorréncia. O patdégeno pode se
disseminar intensamente a partir de plantulas jovens infectadas e proporcionar danos nas
lavouras, alem de comprometer a qualidade das sementes (PEREIRA et al., 2018).

O uso de cultivares resistentes € uma alternativa muito importante que auxilia para a
diminuigdo dos danos causados pelo patdégeno, mas a ampla variabilidade patogénica do fungo
C. lindemuthianum dificulta a obtencdo de variedades com niveis de resisténcia duradouros (DI
PIERO; GARDA, 2008). Todavia, algumas alternativas como o controle biologico e os métodos
de controle alternativo sdo promissores e de grande importancia para 0 manejo de fitopatdégenos
em varias culturas (DILDEY, 2017).
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Medidas complementares como tratamento de sementes com fungicida, remogéo dos
restos culturais e rotagdo com culturas ndo hospedeiras, como por exemplo o milho, e a
utilizacdo de agentes de controle bioldgico, podem apresentar resultados satisfatdrios para o
controle da antracnose em plantas de feijdo (WENDLAND et al., 2016).

3.3 MANEJO DA ANTRACNOSE

Entre os principais métodos para controle da antracnose em feijdo estdo o controle
quimico e o uso de cultivares resistentes. Porém o controle quimico com uso de fungicidas pode
causar contaminacdo do solo, ambiental e humana, além da selecdo de populaces resistentes,
enquanto a resisténcia das cultivares pode ser vencida por diferentes agentes patogénicos
(GADAGA et al., 2017).

A ampla variabilidade da espécie C. lindemuthianum esta correlacionada ao fator
limitante para o controle da antracnose em feijdo. Ao todo, ja foram identificadas
aproximadamente 114 racas deste fungo no mundo. No Brasil ha ocorréncia de mais de 60
delas, sendo os patotipos mais frequentes identificados como 65, 73, 77, 81 e 87 (PAULA
JUNIOR et al., 2015).

Xavier et al. (2020) citam que no Estado do Parand j& foram identificadas 63 racas de
C. lindemuthianum, sendo elas 0, 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 17, 25, 26, 27, 31, 52, 55, 64, 65, 67,
69, 72, 73, 75, 77, 79, 81, 82, 83, 85, 87, 89, 90, 91, 93, 95, 96, 97, 101, 102, 105, 109, 123,
127,137, 193, 249, 259, 283, 287, 320, 321, 337, 339, 342, 343, 346, 351, 453, 457, 465 e 585.
Além do mais, os autores citam no trabalho o primeiro relato da raca 24 no Estado e da raca
345 no mundo.

No municipio de Ponta Grossa ja foram identificadas as racas 1, 9, 17, 25, 27, 72, 73,
81, 89, 95, 339 e 345 (CARNEIRO et al., 1999; DARTIBALE et al., 2016; NUNES, 2013;
OLIVEIRA; CARNEIRO; ROMANO, 2014) e em Prudentodpolis, as racas ja identificadas sao
31, 64, 91 e 346 (MOURA et al., 2016; UCHOA et al., 2015).

O manejo integrado de doencas (MID) é um sistema no qual vérias estratégias de
controle sdo utilizadas em sequéncia ou em épocas mais adequadas, de maneira que haja
menores prejuizos para 0 homem e o ambiente, colaborando com o controle natural. Deve
ocorrer a minima interferéncia entre os métodos empregados, sendo interessante o efeito aditivo
ou sinergético, em que cada medida de controle reforce as demais (GHINI, 2009).

O emprego de novas alternativas para o controle de doencas em plantas pode ser uma

possibilidade ao tradicional uso de fungicidas e pode colaborar para uma agricultura mais
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moderna e sustentavel, com intuito de proteger as plantas e conservar um sistema de defesas
contra doengas menos dependente dos produtos fitossanitarios (BORSATO; DI PIERO;
STADNIK, 2010). Entre as possibilidades de alternativas de controle esta o controle bioldgico
e a inducdo de mecanismos de defesa existentes nas plantas (GABARDO et al., 2022; LES et
al., 2020; POZZA JUNIOR et al., 2021).

Apesar disso, apenas a troca de um produto quimico por um biolégico néo é a situagédo
adequada, mas sim desenvolver sistemas de cultivo mais sustentaveis e, consequentemente,
menos dependentes do uso de agrotéxicos (MORANDI; BETTIOL, 2009). O conceito de
agricultura sustentavel abrange um sistema integrado de préticas para producdo de alimentos
com objetivo a longo prazo de melhorar a qualidade ambiental e a base de recursos naturais,
proporcionando uso mais eficiente de recursos nao renovaveis e integrar controles biolégicos
naturais (SILVA et al., 2020).

A integracdo de métodos diferentes de controle de doencas em plantas compfe uma
alternativa com maiores chances de sucesso do que o uso de um Unico método. Por exemplo, 0
uso exclusivo e continuo de um fungicida especifico para controlar uma doenca especifica,
certamente levara a selecdo de linhagens resistentes do patdgeno, reduzindo a eficiéncia de
controle (GHINI, 2009).

A anélise dos resultados alcangados com o uso do controle biolégico leva a conclusao
de que, em alguns casos, somente controle parcial da doenca é atingido. Isso deve-se a
dependéncia constante desse método por diversos fatores de origem bidtica e abidtica. O
controle bioldgico deve ser considerado um importante complemento para outras medidas de
controle, como por exemplo, em culturas nas quais o controle quimico ja ndo possui eficiéncia
satisfatoria (HENIS; CHET, 1975; LANDERS; OLIVEIRA, 2018).

Desta forma, uma das possibilidades do controle biolégico é a inducédo de mecanismos

de defesa existentes nas plantas com o uso de fungos saprébios (SHARMA et al., 2017).

3.3.1 Inducéo de Resisténcia

Cada espécie de planta é afetada por aproximadamente 100 diferentes tipos de fungos,
bactérias, molicutes, virus e nematoides. Embora essas plantas possam ter danos em maior ou
menor extensdo, muitas sobrevivem a todos esses ataques e conseguem crescer bem e produzir
bons rendimentos. Em geral, as plantas se defendem sozinhas contra patdgenos com uma

combinacdo de processos estruturais e bioquimicos (AGRIOS, 2005a).
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As plantas superiores ndo possuem um sistema imunolégico como o dos animais, mas
elas sdo favorecidas de um sistema inato de defesas contra os patdégenos, que é constituido por
um aparato estrutural e bioquimico que garante sua protecdo (CAVALCANTI; PEREIRA;
RIBEIRO JUNIOR, 2014). Elas estdo aptas a se auto proteger, utilizando um complexo
conjunto de mecanismos que abrange sinais que comeg¢am no reconhecimento do agente
patogénico, desencadeando em reprogramacdo metabolica que resulta em resposta de defesa
(STANGARLIN et al., 2011).

Por via de sinalizacdo, as plantas possuem a capacidade de identificar danos em seus
tecidos, 6rgdos e com isso podem aumentar seu nivel de resisténcia em resposta a sinais que
apontam a presenca de inimigos em ambiente de maneira imediata (NIRANJAN RAJ et al.,
2012; WALTERS; FOUNTAINE, 2009).

A primeira linha de defesa de uma planta contra patdgenos € a sua superficie, local
onde o microrganismo deve penetrar para causar a infeccdo (AGRIOS, 2005a). O inicio de toda
essa complexidade funcional, espacial e temporal se d& com o reconhecimento pelo hospedeiro
de sinais exdgenos provenientes do patdgeno ou de elicitores anteriormente aplicados na planta.
Esse reconhecimento tem continuidade com mecanismos de transducdo desses sinais e resulta
em vasta reprogramacédo do metabolismo celular (WALTERS et al., 2005).

A resisténcia do hospedeiro a um microrganismo patogénico é definida, sob a
perspectiva fisioldgica, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subsequente atividade do patdgeno em seus tecidos. O sistema de defesa vegetal é
multicomponente, agindo de forma dinamica e coordenada, no momento e local propicios e
com magnitude apropriada (GOODMAN; KIRALY; WOOD, 1986).

Algumas estruturas citologicas, como a parede celular, compdem obstaculos a
infeccdo por fungos, executando importante papel na resisténcia a doencas. Da mesma maneira,
alguns metabdlitos, toxicos ou parcialmente toxicos, podem ser sintetizados ou modificados no
tecido vegetal com o inicio do processo infeccioso (AHUJA; KISSEN; BONES, 2012; MA;
YAMAJI, 2006). Os mecanismos que conferem resisténcia aos fitopatdgenos, podem ser
fomentados por estimulos quimicos e sdo reconhecidos como inducdo de resisténcia nas plantas
(GONTIJO NETO et al., 2016).

Assim fica evidente que a partir da infeccdo por um agente patogénico, as plantas
suscetiveis podem desencadear aumento na resisténcia e apresentam respostas eficazes que
retardam ou impedem a acdo dos agentes patogénicos (LLORENS; GARCIA-AGUSTIN;
LAPENA, 2017). Esse fendmeno é conhecido como resisténcia induzida e pode ser de dois

tipos: resisténcia sistémica adquirida ou SAR (do inglés — systemic acquired resistence) e a
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resisténcia sistémica induzida ou IRS (do inglés - induced systemic resistance)
(CHOUDHARY; PRAKASH; JOHRI, 2007).

A resisténcia sistémica adquirida diz respeito a forma de resisténcia ativada na planta
que depende da via de sinalizacdo do acido salicilico. Ela é gerada ap0s a exposicdo a
microrganismos patogénicos, ndo patogénicos ou estimulos quimicos artificiais, como
quitosana, acido salicilico, fosfitos, entre outros (PASCHOLATI; DALIO, 2018; WALTERS;
RATSEP; HAVIS, 2013).

Por outro lado, a resisténcia sistémica induzida € dependente das vias de sinalizagédo
do acido jasménico e etileno, ndo levando em conta a sintese de proteinas-RP. E caracterizada
como resisténcia de amplo espectro, atua contra varios tipos de patdgenos e estresses abioticos
(O’BRIEN, 2017).

A resisténcia induzida explora as defesas naturais das plantas e pode ser proposta como
uma abordagem alternativa, ndo convencional e com base ecoldgica para a protecdo de plantas.
A introducdo, disseminacdo e uso na agricultura pode reduzir o uso do controle quimico de
doencas, contribuindo para que uma agricultura sustentavel seja desenvolvida (EDREVA,
2004).

A ativacdo de genes resulta em produtos que proporcionam alteracBes metabolicas
associadas com a sintese de proteinas-RP, como as enzimas peroxidases, polifenoloxidase, -
1,3-glucanases e quitinases, ou com alteraces no padrdo de algumas enzimas das células, como
fenilalanina amonia-liase, 0 que permite a planta responder adequadamente aos estresses
bidticos (DINIZ, 2009; JUSTYNA; EWA, 2013).

As respostas inicialmente acontecem nas células circundantes ao local de infecgéo,
com a producdo de EROs, reacdo de hipersensibilidade (RH), sintese de metabodlitos
secundarios (fitoalexinas, fendis e antocianinas), acompanhadas pela formacdo de barreiras
estruturais, como mudancas na composi¢do da parede celular, formacdo de papilas e halos,
lignificacdo, camadas de cortica e tilose, 0 que impede o desenvolvimento do patégeno na
planta (HEIL; BOSTOCK, 2002; NIRANJAN RAJ et al., 2012; STANGARLIN et al., 2011).

As fitoalexinas sdo consideradas as principais caracteristicas de resposta local
juntamente com as proteinas-RP que ocorrem tanto local quanto sistemicamente (HEIL;
BOSTOCK, 2002). A partir do local da indugéo, um sinal pode ser liberado e ser distribuido
por toda a planta, de forma sistémica pelo floema aos 6rgaos néo afetados (DINIZ, 2009).

A inducéo de resisténcia nas plantas desencadeia 0 aumento do nivel de resisténcia
mediante uso de agentes externos, ndo ocasionando qualquer alteragdo no genoma da planta

(STADNIK, 2000). Esse aumento no nivel de resisténcia ocorre de forma n&o especifica, pela



27

ativacdo de genes que codificam para diversas respostas de defesa na planta, como proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas PR — quitinases e glucanases), enzimas na rota de sintese
de fitoalexinas (fenilalanina aménia-liase), acimulo de lignina em tecidos circunvizinhos ao
local de penetracdo dos microrganismos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005).

As moléculas aplicadas nas plantas que sdo capazes de desencadear qualquer resposta
de defesa nas plantas sdo chamados de elicitores, podendo ser de origem bidtica ou abidtica
(SMITH, 1996). As moléeculas elicitoras possuem natureza variada, compreendendo
glicoproteinas, peptideos, glicolipideos e oligossacarideos presentes em fragmentos de parede
celular, os quais podem ser encontrados em extratos de tecido vegetal lesionado ou em filtrados
fangicos (BOLLER; FELIX, 2009; CAVALCANTI et al., 2007).

3.3.1.1 O género Trichoderma

Os fungos sdo organismos cosmopolitas estando presentes em diversos ambientes
como os terrestres e 0s aquaticos, além de apresentarem grande variedade de modos de vida,
sendo a maior parte desses microrganismos considerados saprobios (ALEXOPOULUS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).

Para ser considerado saprébio um fungo deve apresentar a capacidade de obter
alimento a partir da matéria organica morta e atuar na sua decomposicao. Esses microrganismos
sdo caracterizados pela sua rusticidade permitindo sua adaptacdo as condi¢cbes ambientais
(BARBOSA; MAIA; GUSMAO, 2009). Estes sdo representantes assexuais do filo Ascomycota
e considera-se como fungo saprébio apenas espécies decompositoras de material vegetal morto
e que ndo causem doengas ou injurias nas plantas (PEITL et al., 2017).

Os fungos saprébios apresentam caracteristicas que 0s tornam propicios para uso no
controle biolégico de doencas, por apresentarem resisténcia hidrica, capacidade de retirar
nutrientes da matéria organica do solo e boa competitividade. Entre 0os mecanismos de acdo
listados pode-se citar a producdo de compostos volateis e a inducdo de mecanismos de defesas
nas plantas (CHAURASIA et al., 2005; TARKKA; PIECHULLA, 2007; WEBSTER; WEBER,
2007).

Dentre os fungos saprébios mais estudados em todo 0 mundo estdo as espécies do
género Trichoderma, os quais sdo habitantes muito comuns do solo e exercem antagonismo a
varios microrganismos fitopatogénicos (MASSOLA JUNIOR, 2018).

Representantes do género Trichoderma tém longa histéria, sendo relatados e descritos

pela primeira vez em 1794 (PERSOON, 1794). No inicio, foi proposto que haveria apenas uma
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espécie dentro do género, a Trichoderma viride (Pers.) e o primeiro protocolo para identificagdo
de espécies foi estabelecido apenas em 1969 (RIFAI, 1969).

Trichoderma é um género fangico de reproducdo assexuada frequentemente
encontrado no solo. Quase todos os solos de regides temperadas e tropicais do mundo possuem
de 101-103 propégulos do fungo por grama de solo, que podem ser cultivados em condicGes
laboratoriais padrdo (WAGHUNDE; SHELAKE; SABALPARA, 2016). Essas espécies podem
colonizar plantas lenhosas e herbaceas, nas quais a fase sexual (género Hypocrea) foi
observado, porém, a maioria das espécies utilizadas para biocontrole ndo possuem fases sexuais
(SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

O género Trichoderma pertence na fase sexual a classe Sordariomycetes do filo
Ascomycota. Nas espécies onde a fase sexual é conhecida, esta é descrita pela producdo de
corpos de frutificacdo do tipo peritécio, formados em estromas com cor verde, amarelo, creme
ou marrom, produzidos sobre o substrato colonizado. Nos peritécios sdo produzidos ascos
cilindricos com oito ascésporos bicelulares, que se segmentam em 16 esporos esverdeados ou
hialinos (JAKLITSCH, 2009).

Na fase assexual, a partir do micélio vegetativo sdo formados conidi6foros com um
eixo central e ramificacGes laterais, que terminam em espirais divergentes de células
conidiogénicas do tipo fialide, com formato alongado ou de garrafa. Na extremidade das fialides
sdo produzidos os conidios unicelulares tipicos, esféricos, ovais ou alongados, com
predominancia da cor verde entre as espécies. Os conidiéforos sdo frequentemente agregados
em pustulas ou “tufos” espalhados pela colonia (JAKLITSCH; VOGLMAY, 2015).

Na natureza, as formas vegetativas desses fungos persistem como clonais, muitas
vezes heterocarioticas, individualmente e em populacdes que provavelmente evoluem
separadamente no estagio assexuado. Estes fungos séo invasores oportunistas fortes, produtores
de esporos prolificos e de crescimento rapido. Sdo produtores de antibidticos poderosos, mesmo
estando em ambiente altamente competitivo por espaco, nutriente e luz (MONTERO-
BARRIENTOS et al., 2011).

Mais de 250 espécies de Trichoderma sdo aceitas e identificadas com uso de filogenia
molecular. Grande maioria dessas espécies ndo é habitante do solo ou tém ampla distribuicdo
geografica, mas possui restrita distribuicéo e é formada por parasitas de fungos macroscopicos
e decompositores de tecidos lignificados em florestas tropicais e temperadas (DRUZHININA
etal., 2011). Isso demonstra que a capacidade de parasitar outros fungos e se nutrir da biomassa
morta € uma caracteristica ancestral do género, compartilhada pela maioria das espécies
(KUBICEK et al., 2011).
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As espécies de Trichoderma ditas como oportunistas ambientais sdo caracterizadas por
alguns fenotipos em comum, como ampla distribuicdo geogréfica, rdpido crescimento e
agressiva colonizacao de nichos no solo e na rizosfera, alta habilidade de predar ou parasitar
outros fungos e, como acontece com varias espécies, aptidao para estabelecer interactes
benéficas com plantas, ocasionando em promocao de crescimento e inducdo de resisténcia a
doengas (DE ABREU; PFENNING, 2019).

O uso de Trichoderma spp. na agricultura é recente, em vista a sua descoberta, por ter
capacidade em produzir antibioticos que inibem o crescimento de microrganismos patogénicos
e sdo utilizados como agentes de biocontrole (HARMAN, 2006). As formas de acdo dos
isolados de Trichoderma sobre agentes patogénicos sdo: antibiose, hiperparasitismo,
competicdo e inducdo de defesas na planta hospedeira (MACHADO et al., 2012).

Os estudos que envolvem a interacdo planta-Trichoderma, além de seu uso como
bioestimulante, tem como enfoque o controle de doencas, uma vez que as espécies desse fungo
podem inibir o crescimento ou impedir o estabelecimento de patdgenos na planta hospedeira
(KUMAR et al., 2017). Em relacéo a isso, Trichoderma spp. podem viver de forma saprofita,
colonizar raizes de plantas ou até outros fungos de solo (MACHADO et al., 2012).

O primeiro relato de indugdo de resisténcia sisttmica mediada com o uso de
Trichoderma data do ano de 1993, em videira por Calder6n et al. (1993). Em 1998, De Meyer
et al. (1998) demonstraram que houve inducdo de resisténcia nas culturas de tomate (Solanum
lycopersicum L.), fumo (Nicotiana tabacum L.), feijdo, pimentdo (Capsicum annuum L.) e
alface (Lactuca sativa L.) ap6s aplicacao de Trichoderma harzianum (Rifai) (isolado T39), para
controle de Botrytis cinerea (Pers.). Mesmo estando espacialmente distante do patégeno, a
utilizacdo desse agente de biocontrole provocou redugdes de 25 — 100% nos sintomas da
doenca.

Os isolados de Trichoderma spp. podem produzir mais de 100 tipos de compostos
bioativos, como enzimas degradadoras de parede celular, antibi6ticos e outras substancias ainda
ndo caracterizadas, que apresentam atividade antifungica ou podem atuar como elicitores de
respostas de defesa nas plantas (PEDRO et al., 2012). Assim, esses fungos ndo atuam apenas
como antagonistas dos patdgenos das plantas, mas também induzem mecanismos de defesas
que resultam em modificacdes bioquimicas e estruturais nas plantas, resultando em protecao
contra os patdégenos (SABA et al. 2012).

Quando o fungo entra em contato com a raiz, as plantas sdo induzidas a produzir

eliciadores o que leva ao aumento na expressdo de genes relacionados a defesa, levando a
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expressdo de mecanismos de defesa latentes e, consequentemente, sua acdo sobre os agentes
patogénicos (BROTMAN et al., 2013; DRUZHININA et al., 2011).

A ativacdo de mecanismos de defesa que sdo induzidos por espécies de Trichoderma
é dependente das vias do acido jasmonico/etileno e do &cido salicilico (SINGH et al., 2018).
Quando a planta é colonizada por Trichoderma spp. ha uma regulacéo positiva de longa duracéo
nos genes via &cido salicilico. No entanto, quando desafiadas pelo agente patogénico, o pré-
tratamento com Trichoderma pode modular a expressao génica que depende do acido salicilico
e em seguida ativar a expressdo dos genes induzidos pela via do acido jasmonico, tornando a
resposta induzida sistémica que aumenta com o tempo (HERMOSA et al., 2012).

Com o passar dos anos, estudos que demonstram a inducdo de resisténcia sistémica
elicitada por espécies de Trichoderma foram realizados nas mais variadas culturas agricolas em
todo o mundo contra diversos patdgenos (BISEN et al.,2016; CHRISTMANN et al., 2019;
DILDEY, 2017; FIGUEIRA et al., 2020; HENNIPMAN et al., 2019).



31

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalacfes da Universidade Estadual de Ponta
Grossa e conduzidos em laboratdrio, casa de vegetacdo e a campo, na Fazenda Experimental
Capéo da Onca (Ponta Grossa — PR), e nas localidades Unidade Demonstrativa Experimental
Oscar Rickli (Prudentopolis — PR) e na Fazenda Xaxim (Teixeira Soares — PR).

4.1 EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

4.1.1 Avaliacdo da severidade

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéo e repetidos duas vezes. O
primeiro experimento teve inicio no dia 25 de setembro e final em 28 de novembro de 2019. O
segundo experimento teve inicio dia 21 de janeiro e final em 27 de marc¢o de 2021.

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas duas cultivares. A cultivar IPR
Tuiuil pertencente ao grupo preto, com habito de crescimento indeterminado tipo Il e porte
ereto, favorecendo a colheita mecanica direta. E considerada como resistente a murcha de
Fusarium [Fusarium oxysporum f. sp. solani (Kendrick & Snyder)] e ao mosaico comum (Bean
common mosaic virus — BCMV) e moderadamente resistente a ferrugem [Uromyces
appendiculatus (Pers.)], mancha angular [Pseudocercospora griseola Sacc. (Crous & Braun)]
e oidio (Oidium sp.). E moderadamente suscetivel a murcha de Curtobacterium
[Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges.)], suscetivel a antracnose e ao
crestamento bacteriano comum [Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xapf.)]. O ciclo médio
é de 88 dias e seu potencial de rendimento é em torno de 3.950 kg ha™* (IAPAR, 2020).

A cultivar IPR Quero-Quero pertence ao grupo carioca, com habito de crescimento
indeterminado, porte semiereto e ciclo médio de 89 dias. E considerada como moderadamente
resistente & antracnose, ao crestamento bacteriano comum e a mancha angular e resistente ao
oidio e a murcha de Curtobacterium (IAPAR, 2013).

Os experimentos tiveram inicio com a semeadura de cinco sementes por vaso com
capacidade de trés litros de volume em substrato comercial e adubagdo suplementar com MAP
(mono aménio fosfato) na dose de 21 mg por vaso. Apos a emergéncia, foram mantidas as duas
plantas mais vigorosas em cada vaso. O delineamento experimental utilizado foi de blocos
aleatorizados, com 10 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo um vaso com duas plantas considerado

uma repeticao.
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Os produtos dos respectivos tratamentos (Tabela 1) foram pulverizados quando as
plantas atingiram o estagio vegetativo V3 (primeiro trifélio desenvolvido) (OLIVEIRA et al.,
2018). A aplicacdo ocorreu apenas no primeiro trifélio, com o segundo trifélio (em
desenvolvimento) protegido com um copo plastico, com finalidade de evitar contato com o
tratamento aplicado. Para todos os tratamentos foi realizada aplicagdo nica com 20 mL de
calda em cada planta com auxilio de um pulverizador manual.

Para a realizacdo desse estudo foram cedidas cinco espécies de Trichoderma pela
empresa Innova®: Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf. & Nirenberg), Trichoderma
endophyticum (Rocha, Samuels & Chaverri), T. harzianum, Trichoderma lentiforme (Rehm)
Chaverri, Samuels & Rocha e Trichoderma koningiopsis (Samuels, Sudrez & Evans). Essas
espécies foram disponibilizadas com formulacdo em p6, os quais dispensaram cultivo prévio
em meio de cultura.

As espécies Trichoderma tomentosum (Bissett) e T. viride foram isoladas de plantas
daninhas (Brachiara plataginea (Link) Hitchc., Rumex obtusiolius L., Sida rhombifolia L.,
Euphorbia heterophylla L.) por Pittner (2017), no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Centro Oeste (UNICENTRO), Campus Guarapuava — PR e foram cedidos para o
desenvolvimento dessa pesquisa. Esses isolados foram previamente cultivados em meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA), em tubos de ensaio que foram mantidos durante cinco dias
em temperatura de 25°C em camara de crescimento tipo BOD.

TABELA 1 - Produtos pulverizados em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) cultivadas em casa de vegetacdo
com respectivas doses para controle de antracnose (Colletotrichum lindemuthianum). Ponta Grossa

- PR, 2022.
TRATAMENTO COMPOSICAO DOSE
Trichoderma asperellum Conidios 10% conidios mL™*
Trichoderma endophyticum Conidios 10 conidios mL™*
Trichoderma harzianum Conidios 10 conidios mL™*
Trichoderma lentiforme Conidios 10% conidios mL™*
Trichoderma koningiopsis Conidios 108 conidios mL™*
Trichoderma tomentosum Conidios 108 conidios mL™*
Trichoderma viride Conidios 108 conidios mL™*
Bion® Acibenzolar-S-metilico (ASM) 25¢gp.c hat
Mertin® Hidréxido de fentina 500 mL p.c ha'
Controle Agua destilada e esterilizada -

Fonte: ADAPAR (2020).

Para a producdo do inoculo de C. lindemuthianum discos com micélio previamente
cultivado em meio BDA, com 5 mm de didmetro, foram acomodados na superficie de vagens
de feijdo previamente esterilizadas em autoclave a 121°C, por 30 minutos, cujas bases foram

inseridas em meio agar-agua 2% em tubos de ensaio (DALLA PRIA et al., 1997). Apés
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repicagem os tubos foram colocados em cdmara tipo BOD com temperatura de 20°C % 2, no
escuro por 10 dias.

A inoculacdo das plantas com C. lindemuthianum foi realizada trés dias apos a
aplicacdo dos tratamentos. Ap6s o crescimento do patdégeno foi adicionada adgua destilada e
esterilizada aos tubos para a obtencdo da suspensdo de conidios. A suspensdo foi filtrada em
gaze dupla e a concentragdo ajustada para 10° conidios mL™? com auxilio da cAmara de
Neubauer. A suspensdo foi pulverizada sobre as plantas num todo com pulverizador manual e
os vasos foram alocados dentro de sacos plasticos transparentes umedecidos e mantidos em
temperatura ambiente por 48 horas, como descrito por Stangarlin e Pascholati (2000) (Figura
2).

FIGURA 2 - Plantas de feijao (Phaseolus vulgaris) cultivadas em casa de vegetagao para aplicacdo dos tratamentos
e protecdo contra Colletotrichum lindemuthianum. Plantas apds a emergéncia (A); meio vagem para
cultivo do inéculo (B); acérvulo e esporos do fungo produzidos no meio vagem (C); plantas em cadmara

Umida ap6s a inoculacgdo do patogeno (D). Ponta Grossa — PR, 2022.
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Fonte: A autora.

A avaliacdo da severidade da antracnose teve inicio com o aparecimento dos primeiros
sintomas nas folhas e foi realizada com auxilio da escala diagramatica proposta por Godoy et
al. (1996) (Figura 3), com intervalo de cinco dias. As avaliagdes foram realizadas nas folhas
cotiledonares até o quarto trifélio, totalizando sete avaliacdes. Com os valores médios de
severidade foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), com a

férmula proposta por Shaner e Finney (1977).
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n
e = 3 [0 )
i=1

Na qual yi+n1 € yi sdo duas avaliagOes consecutivas realizadas nos tempos t e ti, com n

igual ao numero total de avaliacdes.

FIGURA 3 - Escala diagramatica de severidade da antracnose em feijao (Phaseolus vulgaris) causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (porcentagem de area foliar coberta por sintomas).

QOE

Os valores de AACPD foram submetidos a analise de variancia e as médias, quando

Fonte: Godoy et al. (1996).

significativas, comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do
software SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

4.1.2 Tratamento de sementes

Os experimentos foram realizados duas vezes para cada cultivar. Para a cultivar IPR
Tuiuid, o primeiro experimento ocorreu de 04 a 19 de dezembro de 2019 e o segundo
experimento de 27 de dezembro de 2019 a 09 de janeiro de 2020. Para a cultivar IPR Quero-
Quero, o primeiro experimento ocorreu de 15 a 30 de janeiro de 2020 e o segundo experimento
de 27 de fevereiro a 13 de margo de 2020.

As sementes foram previamente inoculadas com C. lindemuthianum, pela
sobreposicao nas col6nias do patdgeno cultivado por 15 dias em placas de Petri com meio BDA.
Foram acomodadas 50 sementes em cada placa para cada cultivar, as quais foram incubadas em

camara tipo BOD, com temperatura de 20°C + 1.
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Ap0s 24 horas, as sementes foram tratadas com suspensao de esporos preparada para
cada espécie de Trichoderma (Tabela 1), o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metilico
(Bion®) e com o fungicida especifico para tratamento de sementes metalaxil-M + tiabendazol
+ fludioxonil (Maxim Advanced®), seguindo as doses recomendadas em bula (ADAPAR,
2020).

As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos com 5 mL de agua destilada e
esterilizada junto com cada tratamento, que em seguida foram agitados para que houvesse
completa distribuicdo sobre as mesmas.

Para o teste de transmissibilidade foram utilizadas 100 sementes para cada tratamento,
divididas em quatro repeti¢des de 25 sementes. As sementes foram semeadas em bandejas de
polipropileno de 128 células, com substrato comercial, na qual foi colocada uma semente por
célula. As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo, com irrigacdo diaria e 15 dias apds
a semeadura, foram avaliadas as sementes germinadas e ndo germinadas, bem como as plantulas

sintomaticas e sadias com dados expressos em porcentagem (Figura 4).

FIGURA 4 - Experimento de tratamento de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) apo6s inoculacdo com
Colletotrichum lindemuthianum. Bandeja com substrato (A); semeadura das sementes inoculadas e
tratadas (B) plantulas apos 15 dias da semeadura (C). Ponta Grossa — PR 2022

I‘.-----

Fonte: A autora.

Em adicdo aos estudos realizados em casa de vegetacdo, foi realizado o teste de
patologia pelo método de incubagdo em rolo de papel (MAPA, 2009) para avaliar a
transmissibilidade de C. lindemuthianum para as sementes de feijdo em condi¢cbes de
laboratorio. As sementes foram inoculadas e o tratamento destas foi realizado conforme

metodologia descrita anteriormente.
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Apos o tratamento, as sementes foram dispostas individualmente sobre duas folhas de
papel para teste de germinacdo (28 x 38 cm), esterilizadas e umedecidas com &gua destilada e
esterilizada na proporcéo de 2,5 vezes o peso do papel. Ao fim da distribuicdo das sementes,
uma terceira folha foi utilizada para cobri-las e formar um rolo, o qual foi fechado com elastico.
Os rolos foram incubados em cdmara para germinacdo, com atmosfera proxima a saturacao,
temperatura de 20°C = 2 no escuro por 7 dias. Foram utilizadas 200 sementes para cada
tratamento, divididas em quatro repeti¢oes de 50.

A avaliacdo foi realizada examinando-se individualmente todas as sementes, com a
retirada de seu respectivo tegumento e contabilizando as sementes que possuiam sintomas
tipicos da infeccdo de C. lindemuthianum (MAPA, 2009). A identificacdo foi feita a olho nu
com auxilio de uma pinca e a incidéncia foi expressa em porcentagem. O delineamento
experimental foi inteiramente aleatorizado, com 10 tratamentos e 4 repeticdes, sendo cada rolo
com 50 sementes considerado uma repetigao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias quando

significativas foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os dados

foram transformados em arc sen ,/x/100 e as analises foram feitas com auxilio do software
estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

4.2 EXPERIMENTO EM FOLHA DESTACADA

O experimento em folha destacada teve inicio no dia 24 de setembro de 2020 com a
semeadura em casa de vegetacdo e final no dia 18 de novembro de 2020. Cinco sementes das
cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero foram semeadas em cada vaso plastico com
capacidade de trés litros de volume com substrato comercial, os quais foram mantidos em casa
de vegetacdo até o estagio vegetativo V3 (segundo trifélio aberto).

Os trifélios foram destacados das plantas com auxilio de tesoura desinfectada e
acomodadas em sacos plasticos que foram mantidos em caixa térmica com gelo. Apos, eles
foram levados ao laboratério onde houve a pulverizacdo dos tratamentos em metade da sua
superficie (lado esquerdo de cada foliolo) até o ponto de molhamento com os produtos (Tabela
1).

Apos a aplicagdo dos tratamentos, os trifolios foram acondicionados em caixas tipo
gerbox, previamente desinfestadas com hipoclorito de sodio a 5%, contendo trés folhas de papel

filtro esterilizado, umedecidos com 20 mL de agua destilada e esterilizada. Sobre as folhas de
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papel foram acondicionadas duas laminas de microscopia para evitar o contato direto da folha
com o papel imido.

No peciolo do trifélio foi acondicionado uma porcéo de algoddo umedecido com agua
destilada e esterilizada, a fim de garantir que o trifélio permanecesse vivo durante o
experimento, conforme Reis e Kimati (1974) citado por Kamikoga (2002) (Figura 5). As caixas
com os trifélios foram mantidas em cémara tipo BOD com temperatura de 20°C + 2 e
fotoperiodo de 12 horas, durante todo o experimento.

Apds 72 horas da aplicacao dos tratamentos, foi realizada a inoculacdo com suspensao
de esporos de C. lindemuthianum (3,2 x 10° conidios mL™), previamente cultivado em meio
tipo vagem (DALLA PRIA et al., 1997), em toda a superficie do trifolio. A reaplicacdo dos
tratamentos foi realizada 72 horas ap6s a inoculacdo do patdgeno na mesma metade onde foi
aplicado anteriormente.

A severidade da antracnose foi avaliada com auxilio da escala diagramética proposta
por Godoy et al. (1996) (Figura 3), com intervalo de dois dias por periodo de 24 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, com 10 tratamentos e 5 repeticdes,

sendo cada caixa gerbox com um trifolio considerada uma repeticao.

FIGURA 5 - Trifdlio de feijdo (Phaseolus vulgaris) utilizado no teste de folha destacada com aplicagdo dos
tratamentos (lado esquerdo) e sem aplicagdo dos tratamentos (lado direito) para controle da

antracnose (Colletotrichum lindemuthianum). Ponta Grossa — PR, 2022.
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Fonte: A autora.
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Ao fim do experimento foi calculada a AACPD (SHANER; FINNEY, 1977) para cada
lado do foliolo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias quando
significativas comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do
software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

4.3 EXPERIMENTOS EM CAMPO

Os experimentos a campo foram conduzidos em trés localidades: Fazenda Escola
Capdo da Onga (FESCON), municipio de Ponta Grossa — PR, localizada em latitude S25°5°49”,
longitude O50°3°11” e altitude de 1.025 m acima do nivel do mar; Unidade Demonstrativa
Experimental (UDE) Oscar Rickli, municipio de Prudentdpolis — PR, pertencente a Cooperativa
Agricola Mista Prudentopolis (CAMP), localizada em latitude S25°11'14.7", longitude
051°00'14.5" e altitude de 782 m acima do nivel do mar e na Fazenda Xaxim, municipio de
Teixeira Soares — PR, localizada em latitude S25°19°07”, longitude O50°18°15” ¢ altitude de
840 m acima do nivel do mar.

O clima predominante nas regides de cultivo, segundo o sistema de classificacdo de
Kdppen € tipo Cfb, com verdes frescos e ocorréncia de geadas frequentes durante o inverno,
sem estacdo seca definida. A temperatura maxima e minima € de 22 e 13°C, respectivamente,
com precipitacdo anual de 1.600 a 1.800 mm. Os meses mais secos sao junho, julho e agosto,
com média de 75 a 125. Estes meses sdo considerados os mais frios com médias de 13 a 14°C
(IAPAR, 2020).

Os experimentos na FESCON foram conduzidos em trés safras consecutivas e com
duas cultivares (IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero). A semeadura na primeira safra (2019/2020)
ocorreu no dia 04 de novembro de 2019, na segunda safra (2020/2021) no dia 09 de novembro
de 2020 e na terceira safra (2021/2022) no dia 17 de novembro de 2021, todas em sistema de
semeadura direta na palha. O espacamento entre linhas utilizado foi 0,45 m e populagédo de 15
plantas m™, resultando numa populagéo de 300.000 plantas ha™*. A emergéncia das plantas foi
observada sete dias ap0s a semeadura nas trés safras.

A semeadura na UDE Oscar Rickli, municipio de Prudentépolis, ocorreu em sistema
de semeadura direta na palha no dia 15 de fevereiro de 2020, com a cultivar IPR Tuiuid,
espacamento entre linhas de 0,45 m e populagdo de 11 plantas m™, resultando numa populagéo
média de 245.000 plantas ha?®. A emergéncia das plantas foi observada oito dias apos a

semeadura.
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Na Fazenda Xaxim, municipio de Teixeira Soares, foram duas épocas de semeadura
com a cultivar IPR Tuiuil, com a primeira em 04 de setembro de 2020 e a segunda época em
12 de janeiro de 2021. O espacamento entre linhas foi de 0,45 m e com 15 plantas m™ de
populacéo, resultando numa populagio de 300.000 plantas ha™. A emergéncia das plantas foi
observada sete dias ap0s a semeadura nas duas épocas de semeadura.

Em todas as areas e safras, o delineamento experimental foi o aleatorizado em blocos,
com 10 tratamentos e 4 repeticOes, totalizando 40 parcelas para cada cultivar. Os tratamentos
utilizados (Tabela 1) foram aplicados com pulverizador costal de pressdo constante (CO3),
dotado de uma barra com quatro pontas jato plano leque (XR 11002®) espacadas com 0,50 m.
A pressao foi de 3 kg cm?, com vazio aproximada de 200 L ha™.

Para a primeira safra (2019/2020), as aplicacfes na FESCON ocorreram nos dias
06/12/2019 aos 26 dias apds a emergéncia (DAE) (estagio V3 — emissdo do 1° trifélio),
13/12/2019 aos 33 DAE (estagio R5 — pré-floracdo), 20/12/2019 aos 40 DAE (estagio R6 -
floracdo) e 27/12/2019 aos 47 DAE (estagio R7 — formacdo das vagens). Na segunda safra
(2020/2021) as aplicacBes ocorreram nos dias 12/12/2020 aos 26 DAE (estagio V3), 19/12/2020
aos 33 DAE (estagio R5), 26/12/2020 aos 40 DAE (estagio R6) e 02/01/2021 aos 47 DAE
(estdgio R7). Na terceira safra (2021/2022) as aplicagdes ocorreram nos dias 24/12/2021 aos 30
DAE (estagio V4), 30/12/2021 aos 36 DAE (estagio R5), 08/01/2022 aos 45 DAE (estagio R6)
e 15/01/2022 aos 52 DAE (estagio R7).

As aplicacbes na UDE Oscar Rickli ocorrem nos dias 08/02/2020 aos 16 DAE (estagio
V3), 15/02/2020 aos 23 DAE (estagio VV4), 22/02/2020 aos 30 DAE (estagio R5) e 29/02/2020
aos 37 DAE (estagio R6).

Na Fazenda Xaxim, na primeira época as aplica¢fes ocorreram no dia 02/10/2020 aos
21 DAE (estagio V3), dia 10/10/2020 aos 28 DAE (estagio R5), dia 23/10/2020 aos 35 DAE
(estagio R6) e dia 06/11/20 aos 42 DAE (estagio R7). Para a segunda época as aplicacfes
ocorreram no dia 07/02/2021 aos 21 DAE (estagio V3), dia 14/02/2021 aos 28 DAE (estagio
R5), dia 21/02/2021 aos 35 DAE (estagio R6) e dia 28/02/21 aos 42 DAE (estagio R7).

Na FESCON as avaliagOes foram realizadas aos 26, 30, 36, 43, 56 e 64 DAE na
primeira safra, aos 26, 36, 43, 50, 57 e 64 DAE na segunda safra e aos 30, 36, 45, 52, 55, 62 e
69 DAE na terceira safra. Na UDE Oscar Rickli as avalia¢Ges foram realizadas aos 16, 23, 30,
37, 44, 51, 58, 65 e 72 DAE. Na Fazenda Xaxim, para a primeira época de cultivo foram
realizadas avaliagOes aos 21, 29, 42 e 56 DAE e aos 20, 27, 34, 41, 48 e 55 DAE para a segunda

época de semeadura.
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Em todas as localidades e safras foram realizadas avaliacbes de severidade da
antracnose estimando a porcentagem de tecido foliar atacado, com auxilio da escala
diagramatica proposta por Godoy et al. (1996) (Figura 3). Foram analisadas as folhas do terco
inferior, médio e superior de cinco plantas das quatro linhas centrais de cada parcela e a partir
dos dados médios de severidade foi calculada a AACPD (SHANER; FINNEY, 1977).

Ao fim do ciclo da cultura foi realizada avaliacdo dos componentes de rendimento
plantas por metro, vagens por planta e graos por vagem além da colheita mecanizada das plantas
da area Gtil das parcelas para estimar a produtividade (kg ha) de cada tratamento. Para a
FESCON, a colheita da primeira safra (2019/2020) ocorreu no dia 21/02/2020, na segunda safra
(2020/2021) no dia 22/02/2021 e na terceira safra (2021/2022) nos dias 09/03/2022 para cultivar
IPR Tuiuit e 29/03/2022 para a cultivar IPR Quero-Quero. Na UDE Oscar Rickli a colheita foi
realizada em 18/04/2020 e na Fazenda Xaxim, a colheita da primeira época (safra 2020) foi
realizada em 26/12/2020 e na segunda época (safra 2020/2021) em 20/04/2021.

Os dados dos experimentos a campo foram coletados com auxilio do software Avalia®.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as meédias, quando significativas,
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio da integracdo do
Avalia® com o software R (ver. 4.0.4) e uso da biblioteca Agricolae (versdo 1.3) para Analise

e Separacdo de Médias em Experimentos Agricolas.
4.4 QUALIDADE SANITARIA DE SEMENTES

As sementes colhidas nos experimentos de campo, de todas as localidades, foram
submetidas ao teste de patologia pelo método de incubagdo em rolo de papel (MAPA, 2009).
Foram utilizadas 200 sementes para cada tratamento, divididas em quatro repeti¢cbes de 50
sementes. A metodologia utilizada na montagem, conducéo e avalia¢do dos experimentos foi a
mesma descrita no item 4.1.2. (Figura 6).

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, com 10 tratamentos e 4
repeticdes, sendo cada rolo com 50 sementes considerado uma repeti¢cdo. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as médias quando significativas comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para analise, os dados foram transformados em arc

sen 4/x/100, com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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FIGURA 6 — Sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) dispostas em folhas de papel germinacédo para avaliagdo da
qualidade sanitaria pelo método de incubacéo em rolo de papel (A); momento da avaliagdo (B);
semente com sintoma de Colletotrichum IindELn_uthianum no cotilédone (C). Ponta Grossa - PR, 2022.
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Fonte: A autora.

4.5 FASEOLINA

Para a quantificacdo da fitoalexina faseolina foi utilizada a metodologia de Dixon et
al. (1983) adaptada por Solino et al. (2017). O experimento teve inicio com a semeadura no dia
17 de maio de 2021 e com leituras em 31 de maio 2021.

As sementes de feijdo, das cultivares IPR Quero-Quero e IPR Tuiuit foram
desinfectadas em hipoclorito de sodio (5%) por cinco minutos e apds, foram lavadas em agua
destilada e esterilizada. A semeadura ocorreu em bandejas com areia esterilizada e umedecida,
as quais foram mantidas em camara climatizada tipo BOD com temperatura de 25°C + 2, no
escuro (Figura 7A). Sete dias ap0s, segmentos de hipocatilos estiolados foram destacados das
plantas e lavados em agua esterilizada (Figura 7B).

Foram utilizados quatro segmentos de hipocétilos para cada tratamento, 0s quais foram
pesados e acomodados em caixas tipo gerbox, com duas folhas de papel filtro umedecidas
(Figura 7C). Preparou-se volume de calda de 50 mL para cada tratamento (Tabela 1), os quais
foram pulverizados sobre os hipocoétilos com auxilio de um pulverizados manual. Em seguida
0s gerbox foram mantidos em BOD a 25°C + 2 no escuro por 48 horas.

Ap0s as 48 horas, 0s hipocétilos foram transferidos para tubos de ensaio previamente
esterilizados contendo 10 mL de etanol (&lcool etilico 100%) e foram mantidos em camara tipo
BOD a 4°C £ 2 por 48 horas (Figura 7D). Em seguida os tubos foram agitados por uma hora
em agitador para a extracdo da faseolina (Figura 7).

As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro a 280 nm e o resultados expressos

como unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g fw™). O experimento foi
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realizado em delineamento inteiramente aleatorizado e os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e as médias quando significativas comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade, com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

FIGURA 7 — Semeadura de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris) IPR Quero-Quero e IPR Tuiuill em bandeja
contendo areia esterilizada (A); emergéncia das plantulas ap6s 7 dias em camara climatizada no
escura para estiolamento dos hipocotilos (B); segmentos de hipocétilos estiolados cortados e
acomodados em gerbox para aplicacdo dos tratamentos (C) e hipoc6tilos em tubo de ensaio com
etanol para extracdo da faseolina (D). Ponta Grossa — PR, 2022.

Fonte: Taize Schafranski.

4.6 ANALISE ENZIMATICA

4.6.1 Extrato enzimético

Para obtengdo dos extratos enziméticos, foram realizados dois diferentes tipos de
experimentos com tratamento de sementes. O primeiro experimento foi realizado apenas com
o0 tratamento de sementes e 0 segundo com tratamento de sementes e posterior inoculagéo das
plantulas de feijdo com C. lindemuthianum.

Para o primeiro experimento, as sementes foram tratadas com os tratamentos descritos
na Tabela 1, com alteracdo do fungicida sendo utilizado um especifico para tratamento de
sementes, com formulagio metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil (Maxim Advanced®) e dose
de 125 mL/100 kg de sementes. Os experimentos tiveram inicio no dia 02 de fevereiro de 2021
(cultivar IPR Tuiui() e no dia 17 de fevereiro de 2021 (cultivar IPR Quero-Quero).

Nas mesmas datas, as sementes tratadas de cada cultivar, foram semeadas em bandejas
de polipropileno de 128 células, divididas em quatro repeti¢des de 25 sementes. Apos sete dias,
as plantulas foram coletadas, congeladas imediatamente em gelo seco e acondicionadas em

freezer para analise enzimética posterior.



43

Para o segundo experimento, o procedimento de tratamento de sementes foi realizado
com a mesma metodologia acima descrita, com semeadura em 09 de marco de 2021 para as
duas cultivares, mas houve inoculacdo das plantulas sete dias ap0s a semeadura, com suspensao
de esporos de C. lindemuthianum (1 x 107 esporos mL™) previamente cultivados em meio
vagem (DALLA PRIA et al., 1997). As plantulas foram coletadas 24 e 48 horas apds a
inoculagdo do patdgeno, congeladas imediatamente em gelo seco e acondicionadas em freezer
para analise enzimatica posterior.

A obtencdo do extrato proteico foi realizada utilizando-se amostra de folhas (0,5 g)
que foi homogeneizada mecanicamente em 4 mL de tampao acetato de sodio 100 mM (pH 5,0),
com auxilio de almofariz de porcelana. O homogenato foi centrifugado a 20.000 g durante 25
minutos a 4°C e o sobrenadante obtido considerado como extrato enzimatico (KUHN;
PASCHOLATI, 2010). Este extrato foi utilizado para a quantificacdo das enzimas peroxidase
de guaiacol e polifenoloxidase.

4.6.2 Peroxidase de guaiacol (E.C. 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase de guaiacol (POX) foi determinada a 30°C, com uso do
método espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a
470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A mistura da reacdo continha 0,10 mL do extrato
proteico e 2,9 mL de solucdo de guaiacol (250 pL de guaiacol 0,5%; 306 pL de peroxido de
hidrogénio 3%; 100 mL de tampdo fosfato 0,01 M pH 6,0). A cubeta de referéncia continha 3
mL da solucdo de guaiacol e a atividade da peroxidase foi expressa como unidades de
absorbancia por grama de peso fresco (ABS g fw™).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente aleatorizado e os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias quando significativas comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do software estatistico SASM-
Agri (CANTERI et al., 2001).

4.6.3 Polifenoloxidase (EC 1.10.3.2)

A atividade das polifenoloxidase foi determinada usando-se a metodologia de
Duangmal e Apenten (1999). O experimento consistiu em mensurar a oxidagdo do catecol
convertido em quinona, reacdo esta mediada pela enzima em estudo. O substrato foi composto
por 0,1101 g de catecol (20 mM), 50 mL de tampéo fosfato de sdédio 100 mM (pH 6,8) e a
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reacdo se desenvolveu misturando-se 900 pL do substrato (solucéo de catecol 0,02 M) e 100
pL do extrato enzimatico.

A temperatura da reacédo foi de 30°C, com as leituras realizadas em espectrofotdmetro
a 420 nm, realizadas de forma direta por periodo de 2 minutos. O diferencial entre a Gltima e a
primeira leitura foi utilizado para a determinagéo da atividade da enzima e os resultados foram
expressos em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g fwl).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente aleatorizado e os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias quando significativas comparadas

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para anélise, os dados foram transformados

em /x + 0,5, com auxilio do software estatistico SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

5.1.1 Avaliagéo da severidade

As avaliacdes de severidade da antracnose nos experimentos de casa de vegetacdo
tiveram inicio com o aparecimento dos primeiros sintomas, isto é, um dia apés a retirada da
camara Umida dos vasos, no dia 25 de outubro de 2019 para o primeiro experimento e no dia
18 de fevereiro de 2021 para o segundo experimento. Os sintomas foram primeiramente
observados nas folhas cotiledonares, com progressao da doenca para os trifélios conforme as
plantas cresciam e se desenvolviam.

Observou-se que no primeiro experimento (Tabela 2) todos os tratamentos foram
eficazes na reducdo da severidade da doenca e consequentemente a AACPD de C.
lindemuthianum na cultivar IPR Tuiuit, quando comparados ao tratamento controle. Ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre as espécies de Trichoderma, o indutor de resisténcia
ASM e o fungicida hidroxido de fentina. Os dados demonstraram que houve controle da doenca
independentemente do método utilizado quando se compara ao tratamento em que nao houve
controle.

Quando sdo analisados os dados da cultivar IPR Quero-Quero (Tabela 2) constatou-se
diferencas estatisticas entre os tratamentos no primeiro experimento. O fungicida ocasionou
reducdo no desenvolvimento da doenca, quando comparado ao controle, mas foi
estatisticamente inferior ao indutor de resisténcia ASM e as espécies de Trichoderma. A maior
AACPD foi verificada no tratamento controle, seguindo das plantas que foram pulverizadas
com o fungicida hidroxido de fentina.

Ao avaliar produtos alternativos para o controle de C. lindemuthianum via aplicacéo
foliar em feijao nas condicGes de casa de vegetacdo, Christmann et al. (2019) utilizaram entre
0s tratamentos as espécies T. viride e T. tomentosum verificaram que a aplicacdo dos esporos
reduziu a severidade da doenga em aproximadamente 36,31% em comparacao as plantas que
néo receberam aplicacdo de nenhum tratamento.

Da mesma forma, observou-se neste estudo que o uso de Trichoderma, independente
da espécie, resultou em reducdo de 69,54 e 46,10% na AACPD da antracnose no primeiro
experimento para as cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero, respectivamente, quando
comparado ao tratamento controle (Tabela 2). Assim tais resultados alcancados séo similares

aos relatados pelos autores supracitados.
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TABELA 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-
Quero em casa de vegetacao apos aplicacao dos tratamentos e inoculagédo com o patégeno. Ponta
Grossa — PR, 2022.

PRIMEIRO EXPERIMENTO

AACPD
TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 21,24 b* 53,99 ¢
Trichoderma endophyticum 36,06 b 47,68 c
Trichoderma harzianum 22.81b 52,06 c
Trichoderma lentiforme 28,02 b 4533 ¢
Trichoderma koningiopsis 22,89 b 33,31c
Trichoderma tomentosum 21,13b 29,22 ¢
Trichoderma viride 27,02 b 40,44 c
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 49,37 h 66,39 c
Hidréxido de fentina (Mertin®) 52,93 b 99,29 b
Controle 119,00 a 12492 a
C.V. (%) 48,28 24,59
SEGUNDO EXPERIMENTO
AACPD

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 4,78 ¢ 31,44 c
Trichoderma endophyticum 6,26 C 35,76 ¢
Trichoderma harzianum 4,80 c 25,00 ¢
Trichoderma lentiforme 6,65 c 33,80c
Trichoderma koningiopsis 10,94 c 23,35¢
Trichoderma tomentosum 552¢c 26,63 C
Trichoderma viride 521c 24,13 ¢
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 26,49 b 47,83 b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 26,38 b 42,92 b
Controle 36,13a 7745a
C.V. (%) 26,77 28,71

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
C.V.= coeficiente de variacéo.

As alternativas de controle da antracnose em feijao podem ser utilizadas isoladamente
ou de forma combinada. Figueira et al. (2020) realizaram aplicacdo de fosfito de potéssio
isolado e em combinagdo com Trichoderma virens (Mill., Giddens & Foster) Arx e T.
harzianum em plantas da cultivar IPR Tangara em casa de vegetacdo e houve reducdo na
severidade da doenca em 68,84 e 71%, respectivamente. Isso demonstra que a utilizacdo de
Trichoderma spp. € eficaz para reduzir a severidade da doenca em condicOGes de casa de
vegetacao.

Para ambas as cultivares, no segundo experimento, nota-se que a aplicacdo de todos
os isolados de Trichoderma resultaram em menor desenvolvimento acumulado da antracnose e
os valores de AACPD foram menores estatisticamente quando comparados aos tratamentos

com ASM, fungicida hidroxido de fentina e controle (Tabela 2).
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Segundo informacges disponibilizadas pelo Instituto Agronémico do Parané (IAPAR,
2013), o qual é detentor do desenvolvimento de ambas as cultivares, a cultivar IPR Tuiuiu é
considerada como suscetivel a antracnose e a IPR Quero-Quero como moderadamente
resistente. No entanto alguns estudos demonstram que a cultivar IPR Quero-Quero é mais
suscetivel ao fungo C. lindemuthianum em condi¢cBes de casa de vegetacdo com altas
severidades da doenca.

Tal fato foi relatado por Assuncéo et al. (2020), em trabalho onde foram utilizados
produtos alternativos para controle de antracnose. Os autores verificaram que a cultivar IPR
Quero-Quero apresentou alto valor de AACPD em comparacdo as demais utilizadas (IPR
Tuiuid, IPR Uirapuru e BRS Esteio), demonstrando que a resisténcia mediana que a cultivar
possui ao patdgeno ja ndo é mais tdo eficaz para suprimir o desenvolvimento da doenca. Esses
resultados corroboram com os encontrados neste trabalho, onde a aplicacdo de produtos
alternativos reduziu o progresso da antracnose em condi¢des de casa de vegetacdo com maiores
severidades para a cultivar IPR Quero-Quero.

A habilidade dos agentes de controle bioldgico em identificar e mediar eventos
moleculares na presenca de um potencial hospedeiro é de grande importancia para o inicio dos
processos de defesa. A nivel molecular, Trichoderma spp. exibe diferentes respostas
transcriptbmicas em diferentes estagios de interacdo com seus hospedeiros o que resulta em
respostas de defesa contra os patdgenos (ATANASOVA et al., 2013).

Surekha et al. (2014) demonstram que a aplicacdo de T. viride em feijao-mungo (Vigna
mungo L.) resultou em respostas de defesa em série como o acumulo de fendis, enzimas,
deposicao de lignina, entre outros. Os autores sugerem que o uso de fungos saprébios pode ser
uma alternativa promissora aos fungicidas quimicos, reduzindo impacto ambiental e
assegurando o controle das doencas em plantas.

Alguns produtos sintéticos podem ser utilizados para induzir resisténcia nas plantas e
0 mais conhecido ¢ a base de acibenzolar-S-metilico (Bion®). Ele ndo possui agdo fungistatica
como os fungicidas, mas na planta desenvolve papel semelhante ao &cido salicilico na via de
transducdo de sinal que resulta em resisténcia sistémica contra patégenos (YAMAGUCHI,
1998). A reducdo nas doencas esta atrelada ao aumento da atividade de enzimas que exercem
acao antimicrobiana e protecédo antioxidativa (ANDRADE et al., 2013). Neste experimento fica
evidente que a aplicacdo de ASM pode ser uma alternativa de controle, uma vez que foram

observadas redugdes na AACPD em ambos os experimentos (Tabela 2).
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5.1.2 Tratamento de sementes

Para 0s experimentos com tratamento de sementes, observou-se que no teste de
transmissibilidade de C. lindemuthianum para a cultivar IPR Tuiuiu, no primeiro experimento,
a maior porcentagem de emergéncia ocorreu nos tratamentos T. harzianum, T. tomentosum e
controle (sem tratamento) com emergéncia média de 96,33% e diferenca estatistica dos demais
(Tabela 3). Ja para a variavel de plantulas sadias, os tratamentos com maior porcentagem foram
T. asperellum, T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis e o fungicida, com

diferenca estatistica dos outros tratamentos e média de 80,83%.

TABELA 3 - Emergéncia (%) e plantulas sadias (%) de feijao (Phaseolus vulgaris) cultivar IPR Tuiui( 15 dias
apos tratamento, inoculagdo e semeadura das sementes em casa de vegetagdo. Ponta Grossa — PR,

2022,
1° EXPERIMENTO 2° EXPERIMENTO

TRATAMENTO - PLANTULAS - PLANTULAS

EMERGENCIA SADIAS EMERGENCIA SADIAS
Trichoderma asperellum 85,00 b* 81,00 a 99,00 a 71,00 c
Trichoderma endophyticum 92,00 b 77,00 a 97,00 a 70,00 c
Trichoderma harzianum 94,00a 87,00 a 91,00 b 62,00 c
Trichoderma lentiforme 91,00 b 82,00 a 96,00 a 73,00 c
Trichoderma koningiopsis 92,00 b 78,00 a 98,00 a 63,00 c
Trichoderma tomentosum 97,00 a 60,00 b 97,00 a 89,00 b
Trichoderma viride 89,00 b 72,00 b 71,00 c 65,00 ¢
Acibenzolar-S-metilico (Bion®) 83,00 b 63,00 b 93,00 a 36,00 d
Metalaxil-m+tiabendazol+fludioxonil
(Maxim Advanced®) 90,00 b 80,00 a 91,00 b 78,00 ¢
Controle 98,00 a 71,00 b 99,00 a 96,00 a
C.V. (%) 8,63 9,15 9,03 8,95

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para analise foram transformados em arc sen ,/x/100.
C.V.= coeficiente de variacéo.

Para o segundo experimento, os dados foram similares aos do primeiro com menor
porcentagem de emergéncia para o tratamento T. viride (71,00%) diferindo estatisticamente dos
tratamentos (Tabela 3). Os tratamentos T. harzianum e fungicida resultaram em um percentual
de emergéncia mediano ap6s a analise dos dados, com média de 91,00% quando comparado
aos outros tratamentos, com média de 97,00% de emergéncia.

Carvalho et al. (2011) ressaltaram que, embora efeitos negativos com o uso de
Trichoderma spp. sejam raros, quando acontecem, eles podem estar associados a dose utilizada
ou, até mesmo, ao isolado utilizado para o tratamento de sementes. Souza et al. (2018)
confirmam essa hipdtese, uma vez que T. harzianum influenciou negativamente o

desenvolvimento de mudas de tomate apds inoculacdo das sementes. Essas afirmacoes
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corroboram com o que ocorreu neste estudo, uma vez que os isolados T. asperellum, T.
harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis e T. viride resultaram em menores porcentagens de
emergéncia no primeiro experimento para a cultivar IPR Tuiuid.

Com relacdo aos dados de sanidade das plantulas, notou-se que para 0 segundo
experimento houve maior proporcéo de plantulas doentes entre os tratamentos testados, sendo
0 tratamento controle com maior proporcao de plantulas sadias (96,00%). O tratamento com
maior proporcao de plantulas doentes foi o fungicida, com apenas 36% das plantulas livres de
sintomas, ou seja, 64,00% possuiam sintomas da antracnose para a cultivar IPR Tuiuil. Dentre
as espécies de Trichoderma, T. tomentosum foi a que resultou em maior proporgéo de plantulas
sadias (89,00%) com resultado estatisticamente superior as demais que ndo diferiram entre si
(Tabela 3).

O tratamento de sementes com Trichoderma spp. nem sempre pode ser uma alternativa
viavel para controle de doencas. Les et al. (2020) afirmam que o tratamento de sementes de
soja com T. harzianum foi ineficiente para reduzir a incidéncia de Rhizoctonia solani (Kihn),
nas condicOes de casa de vegetacdo e que em alguns casos foram observados danos prejudiciais
as sementes em comparacao com a testemunha inoculada.

Ao contrério, Gutiérrez-Moreno et al. (2021) utilizaram as espécies Trichoderma
longibrachiatum MK1 (Rifai), T. asperellum B6, T. atroviride P1 e T. harzianum T22 para
tratamento de sementes das cultivares de feijdo mais utilizadas no México e verificaram que 20
dias apés a semeadura os isolados foram eficientes na reducdo da severidade de C.
lindemuthianum nas folhas em condicédo de casa de vegetacao.

Para a cultivar IPR Quero-Quero (Tabela 4), no primeiro experimento, observou-se
que os tratamentos T. asperellum, fungicida e controle foram os que resultaram em menor
porcentagem de emergéncia, com diferenca estatistica dos demais. Para esse mesmo
experimento, os tratamentos T. asperellum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T.
viride, T. tomentosum e o indutor de resisténcia ASM resultaram em maiores proporcdes de
plantulas sadias, com media de 72%, estatisticamente superiores aos tratamentos T.
endophyticum, T. tomentosum, fungicida e controle.

Os resultados do segundo experimento para a cultivar IPR Quero-Quero foram muito
semelhantes aos encontrados no primeiro experimento, com maior porcentagem de emergéncia
nos tratamentos T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T. tomentosum,
T. viride e ASM, com média de 71,29% (Tabela 4). O mesmo ocorreu com a variavel plantulas
sadias, os tratamentos T. endophyticum, T. tomentosum, T. viride, fungicida foram inferiores

estatisticamente que os demais.



50

TABELA 4 - Emergéncia (%) e plantulas sadias (%) de feijdo (Phaseolus vulgaris) cultivar IPR Quero-Quero 15
dias apds tratamento, inoculacdo e semeadura das sementes em casa de vegetacdo. Ponta Grossa —

PR, 2022.
1° EXPERIMENTO 2° EXPERIMENTO

TRATAMENTO - PLANTULAS - PLANTULAS

EMERGENCIA SADIAS EMERGENCIA SADIAS
Trichoderma asperellum 77,00 b* 73,00 a 65,00 b 61,00 a
Trichoderma endophyticum 84,00 a 51,00 b 72,00 a 51,00 b
Trichoderma harzianum 83,00 a 79,00 a 71,00a 67,00 a
Trichoderma lentiforme 83,00 a 74,00 a 71,00a 62,00 a
Trichoderma koningiopsis 84,00 a 70,00 a 72,00 a 58,00 a
Trichoderma tomentosum 86,00 a 52,00 b 74,00 a 40,00 b
Trichoderma viride 81,00 a 64,00 a 69,00 a 52,00 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 82,00 a 72,00 a 70,00 a 60,00 a
Metalaxil-M-+tiabendazol+fludioxonil
(Maxim Advanced®) 75,00 b 55,00 b 63,00 b 43,00 b
Controle 71,00 b 42,00 b 56,00 b 43,00 b
C.V. (%) 6,68 15,91 6,30 10,31

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para analise foram transformados em arc sen /x/100.
C.V.= coeficiente de variacéo.

Para o primeiro experimento (Tabela 4), a emergéncia das plantulas foi maior quando
houve aplicacdo dos isolados T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T.
tomentosum e T. viride com percentual de emergéncia superior ao verificado com a aplicacédo
de fungicida e ao controle. Carvalho et al. (2011) verificaram que trés diferentes isolados de T.
harzianum proporcionaram percentuais de germinacdo superiores nas sementes de feijdo
cultivar Jalo Precoce em comparacao as que nao receberam tratamento.

Silvaetal. (2017) demonstram que T. harzianum pode ser capaz de colonizar sementes
e raizes de plantulas de soja apds tratamento, mas o fungo simbionte ndo teve a capacidade de
controlar S. sclerotiorum e aumentar a emergéncia das plantulas nas condi¢cfes de casa de
vegetacéo.

Por outro lado, Yadav, Dubey e Upadhyay (2021) concluiram que Paenibacillus
dendritiformis (Ash), T. harzianum e T. asperellum possuem grande potencial para induzir
resisténcia sistémica contra Colletotrichum truncatum (Andrus & Moore) nas plantas apos o
tratamento de sementes de pimenta (Capsicum annuum L.). Os autores afirmam que esses
agentes de biocontrole ndo apenas induzem o sistema de defesa nas plantas, mas também
suprimem o estabelecimento de patdgenos e reduzem o desenvolvimento de doencas.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013) recomenda que
as sementes de feijdo devem ser comercializadas com germinagdo acima de 80%. A germinagéo

média nos dois experimentos para as sementes da cultivar IPR Tuiuil foi de 92,15% (Tabela
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3). No entanto foi de 74,45% para a cultivar IPR Quero-Quero (Tabela 4), com valores abaixo
do recomendado.

Apos realizar o teste de incubacdo em rolo de papel (MAPA, 2009), observou-se que
a aplicacdo dos tratamentos foi eficaz para reduzir a incidéncia de C. lindemuthianum nas
sementes das duas cultivares testadas em condic@es de laboratdrio. Todos os tratamentos foram
estatisticamente superiores ao tratamento controle (Tabela 5).

TABELA5 - Incidéncia de Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares
IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero, apds tratamento, inoculacao e incubagao por sete dias pelo método
do rolo de papel. Ponta Grossa — PR, 2022.

INCIDENCIA (%)

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 37,00 c* 40,50 ¢
Trichoderma endophyticum 34,00 c 26,50d
Trichoderma harzianum 37,00 c 22,00d
Trichoderma lentiforme 35,00 ¢ 35,50 ¢
Trichoderma koningiopsis 33,00 ¢ 32,50c¢c
Trichoderma tomentosum 32,00 ¢ 34,00c
Trichoderma viride 32,00 c 29,50d
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 84,50 b 87,00 b
Metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil (Maxim Advanced®) 4,00d 4,00 e
Controle 98,00 a 98,00 a
C.V. (%) 10,44 9,33

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para andlise foram transformados em arc sen ,/x/100.
C.V.= coeficiente de variagdo.

Para a cultivar IPR Tuiuil, a menor incidéncia foi observada nas sementes que
receberam a aplicacdo do fungicida (Tabela 5). Em seguida, as menores incidéncias foram
observadas nas sementes tratadas com as espécies de Trichoderma, ndo havendo diferencas
estatisticas entre elas.

Os mesmos resultados foram visualizados para a cultivar IPR Quero-Quero, com maior
incidéncia do patdégeno no tratamento controle, menor incidéncia no tratamento com fungicida,
mas houve diferencas estatisticas entre as espécies de Trichoderma. As espécies T.
endophyticum, T. harzianum e T. viride foram as mais eficientes para o controle do patégeno
quando comparadas as demais (Tabela 5).

O tratamento com fungicidas é considerado como classico e eficaz para o controle de
patdgenos em sementes. Varios sdo os trabalhos que comprovam essa eficiéncia e em um deles
Balestrin et al. (2020) demonstraram que o uso de fungicida (carboxina + tiram) proporcionou
maiores percentuais de emergéncia de plantulas de feijéo e soja em contraste com sementes nao

tratadas.
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O uso de fungicidas pode evitar a disseminacao de patdgenos em sementes infectadas
ou pode resultar em efeito curativo se utilizados apos a infeccdo. Porém, o uso desses defensivos
agricolas ocasiona em alto custo de producao, nem sempre geram resultados eficientes e podem
acarretar residuos ao meio ambiente e aos graos de feijao produzidos (MOHAMMED, 2013;
PADDER et al., 2017).

Para ambas cultivares, o uso de Trichoderma spp. pode ser uma alternativa viavel para
o controle de fungos patogénicos de sementes, como é o caso de C. lindemuthianum. Espécies
do género Trichoderma sao considerados antagonistas e isso é explicado pela producéo de
antibidticos e metabolitos secundarios, de amplo espectro que tém capacidade de inibir o
desenvolvimento de outros fungos (DENNIS; WEBSTER, 1971; NAHER et al., 2014).

O uso de acibenzolar-S-metilico (Bion®) n3o foi eficaz para reduzir a incidéncia do
patdgeno nas sementes, uma vez que esta molécula ndo possui atividade antimicrobiana direta
contra microrganismos pois induz a producgéo de compostos de autodefesa da planta, intervindo
em seus processos fisiologicos e bioquimicos (MYRESIOTIS; VRYZAS; PAPADOPOULOU-
MOURKIDOU, 2014).

O produto Bion® é registrado como ativador de plantas e recomendado para aplicacdo
na parte aérea das plantas, uma vez que este ativa os mecanismos naturais de defesa das plantas
levando ao aumento na resisténcia aos patégenos (ADAPAR, 2022). Carvalho et al. (2018)
utilizaram acibenzolar-S-metilico no tratamento de sementes de feijdo e ndo observaram
diferencas entre as variaveis emergéncia e plantulas normais quando houve desafio com o fungo
P. griseola.

Com os resultados obtidos, pode-se considerar o uso de espécies de Trichoderma como
alternativa vidvel para o controle de fungos patogénicos, como € o caso de C. lindemuthianum,

em sementes de feijdo das cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero.

5.2 EXPERIMENTO EM FOLHA DESTACADA

A metodologia em folha destacada possibilita a obtencdo de resultados muito
semelhantes aos obtidos em campo e casa de vegetacdo (TWIZEYIMANA et al., 2007), sendo
uma metodologia ja estabelecida. Yarwood (1946) cita que entre as principais vantagens dessa
técnica estdo a economia de espago, material do hospedeiro e in6culo do patdgeno, risco baixo
de contaminagdes, maior uniformidade do experimento e maior facilidade em controlar as
condi¢des ambientais. Rezene et al. (2018) recomendam a utilizacdo desta tecnica em estudos
com feijdo por ser rapida e eficiente.
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Os resultados encontrados demonstraram que AACPD para os trifolios das cultivares
IPR Tuiuit e da IPR Quero-Quero (Tabela 6) foi menor quando houve aplicagdo dos
tratamentos, ou seja, houve controle da antracnose, com diferenca estatistica entre o controle
(sem aplicacdo) e os demais tratamentos. Isso demostra que a aplicacdo de isolados de
Trichoderma, ASM e do fungicida foram eficientes para reduzir os sintomas ocasionados pelo
patégeno.

TABELA 6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) no teste em folha destacada de feijao (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuiu
e IPR Quero-Quero, com aplicacdo dos tratamentos (lado esquerdo), sem aplicacdo (lado direito)
e inoculacdo com o patogeno. Ponta Grossa — PR, 2022.

IPR TUIUIU
AACPD
TRATAMENTO DIREITO ESQUERDO TOTAL
Trichoderma asperellum 2,75 bns* 2,34 b 509b
Trichoderma endophyticum 2,69b 2,23b 492D
Trichoderma harzianum 3,32b 2,22 b 554b
Trichoderma lentiforme 2,89Db 2,58b 547D
Trichoderma koningiopsis 351b 2,60 b 572b
Trichoderma tomentosum 3,57b 311b 6,23 b
Trichoderma viride 3,04b 259hb 5,63b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 3,07b 3,31b 6,38 b
Hidroxido de fentina (Mertin®) 4,08b 3,33b 6,45b
Testemunha 5,42 a 5,29a 10,71a
C.V. (%) 30,23 35,34 20,14
IPR QUERO-QUERO
AACPD
TRATAMENTO DIREITO ESQUERDO TOTAL
Trichoderma asperellum 4,95 bns* 3,01b 7,96 b
Trichoderma endophyticum 4,44 b 343b 7,87b
Trichoderma harzianum 481b 3,10b 8,00 b
Trichoderma lentiforme 4,25b 3,63b 7,78 b
Trichoderma koningiopsis 4,27b 3,30 b 7,57b
Trichoderma tomentosum 4,68 b 3,05h 7,73b
Trichoderma viride 459b 341b 8,00 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 4,23 b 3,40b 7,63 b
Hidroxido de fentina (Mertin®) 4,63b 3,54 b 8,17b
Controle 7,89 a 7,22 a 15,11 a
C.V. (%) 18,74 21,54 15,34

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia.
NS = ndo significativo para comparativo nas linhas (lados de avaliacdo).
C.V.= coeficiente de variagao.

Por outro lado, quando se compara os lados dos foliolos de avaliacéo, esquerdo com
aplicacdo dos tratamentos e direito sem aplicacdo, ndo foram identificadas diferencas
estatisticas, indicando que ndo houve indugéo de resisténcia sistémica nos foliolos (Tabela 6).
Esses resultados contrariam os obtidos por Bae et al. (2016), em que foram utilizadas 128

isolados de Trichoderma, entre eles T. harzianum e T. koningiopsis, e houve a inducdo de
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resisténcia em folhas destacadas de pimenta (C. annum cv. Bugang) e tomate (S. lycopersicum),
reduzindo o desenvolvimento de Phytophthora spp.

Ao realizar a metodologia em folhas destacadas de soja, Gabardo et al. (2020b)
observaram que a aplicacéo de produtos alternativos, incluindo o indutor de resisténcia ASM,
ndo foram eficientes para induzir respostas de defesa nas folhas e conter o desenvolvimento da
ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi Syd. & Syd.), corroborando com os resultados desse
estudo.

Carmo et al. (2015) ao conduzirem experimentos com folhas destacadas e em campo
com a interacdo feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) x C. truncatum afirmam que nos
experimentos em laborat6rio a concentracao de esporos, a a¢do da luz e umidade fez com que
0 aparecimento da doenca acontecesse de forma controlada quando comparados aos
experimentos em campo, onde o nimero de variacdes € maior.

A utilizacdo da metodologia de folha destacada nos fornece informacdes importantes
sobre 0 manejo de doencas, ndo apenas para indicar se ocorre ou nao a inducdo de defesas nas
plantas, mas também como possibilidade de identificacdo de novos microrganismos para
controle biol6gico. Essa viabilidade foi relatada por Elamathi et al. (2018) onde os autores ndo
encontraram respostas de defesa em folhas de cana (Saccharum officinarum L.) apds aplicacdo
de conidios de T. harzianum (T20) mas houve inibicdo no crescimento do fungo patogénico
Colletotrichum falcatum (Went).

O experimento de folha destacada deixa evidente que a utilizacdo de Trichoderma spp
é eficaz para controlar a antracnose em feijdo, mas que ndo houve inducéo de resisténcia (Tabela

6), onde ndo houve diferenca significativa entre os lados avaliados.

5.3 EXPERIMENTOS EM CAMPO

5.3.1 Fazenda Escola Capao da Onca (FESCON)

A primeira avaliagdo de severidade da antracnose para ambas cultivares (IPR Tuiuiu e
IPR Quero-Quero) na safra 2019/2020, ocorreu no mesmo dia da primeira aplicagdo aos 26
DAE (06/12/2019), anteriormente a pulverizacdo dos tratamentos, onde ndo foi verificada
incidéncia da doenca.

Os primeiros sintomas foram observados na segunda avaliacdo (Anexo A), que ocorreu
juntamente com a segunda aplicacdo aos 30 DAE (10/12/2019), com severidade média de

1,35% para a cultivar IPR Tuiuil e 1,84% para a cultivar IPR Quero-Quero. A maxima
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severidade foi de 3,70% e 3,85% para as cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero,
respectivamente, aos 64 DAE (14/01/2020), na ultima avaliag&o.

Os valores da AACPD denotam que a aplicacdo dos tratamentos, independentemente
de sua natureza, foi eficaz para reduzir o desenvolvimento acumulado da antracnose em plantas
de feijdo, independente da cultivar, uma vez todos os produtos foram superiores
estatisticamente ao tratamento controle sem aplicagédo (Tabela 7).

Na andlise por cultivar, observou-se que as plantas da cultivar IPR Tuiuil que
receberam a aplicacdo de T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme e T. viride foram as que
apresentaram menor severidade da doenca, ocasionando em menor AACPD quando comparado
aos demais tratamentos. Ja os tratamentos T. asperellum, T. koningiopsis, T. tomentosum, ASM
e fungicida resultaram em controle mediano da doenca, diferindo apenas do tratamento sem
controle (Tabela 7).

TABELA 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum

lindemuthianum) em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-
Quero em campo, safra 2019/2020. Fazenda Escola Capdo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.

AACPD

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 61,65 b* 72,70 b
Trichoderma endophyticum 37,88¢ 67,14 b
Trichoderma harzianum 38,47 ¢ 62,73 b
Trichoderma lentiforme 49,64 c 70,98 b
Trichoderma koningiopsis 64,82 b 73,46 b
Trichoderma tomentosum 55,75 b 61,38 b
Trichoderma viride 39,85¢ 76,02 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 56,68 b 64,48 b
Hidroxido de fentina (Mertin®) 68,59 b 60,57 b
Controle 104,02 a 12294 a
C.V. (%) 25,05 20,84

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
C.V.= coeficiente de variacéo.

Vale ressaltar que, a aplicacdo dos isolados de Trichoderma (T. endophyticum, T.
harzianum, T. lentiforme e T. viride) resultaram em controle superior quando comparado ao
fungicida e os isolados T. asperellum, T. koningiopsis e T. tomentosum resultaram em controle
estatisticamente igual ao fungicida, demonstrando que o controle de doengas pode ser realizado
de maneira eficaz para a cultivar IPR Tuiuit com produtos alternativos equiparado ao controle
com fontes quimicas.

Os dados de AACPD para a cultivar IPR Quero-Quero demonstraram que para a safra

2019/2020 o desenvolvimento acumulado da antracnose foi inferior quando houve aplicagéo de
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algum tratamento, com todos os tratamentos superiores estatisticamente a testemunha (Tabela
7).

A precipitacdo e umidade relativa do ar durante a conducéo do experimento na safra
2019/2020 foram relativamente baixas com altas temperaturas (Anexo F). Houve intervalos de
dias em que ndo foi registrada precipitacdo e essas condi¢des desfavorecem o desenvolvimento
de C. lindemuthianum, uma vez que o patégeno requer alta umidade e temperaturas amenas
para esporulacdo e infeccdo do hospedeiro (DALLA PRIA; SILVA, 2010).

Beladeli et al. (2021a) verificaram que a aplicacdo de T. asperellum e fungicida
hidréxido de fentina ndo foram eficientes para reduzir a severidade do crestamento bacteriano
comum (Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli) em plantas de feijdo da cultivar IPR Tangara nas
condicdes de campo. Estes resultados contrariam aos obtidos neste estudo, em que tais
tratamentos foram eficientes para reduzir a severidade da antracnose.

Amin, Teshele e Tesfay (2014) relataram efeitos significativos com a aplicagdo das
espécies T. viride e T. harzianum em condicGes de campo para diminui¢cdo da incidéncia e
severidade da antracnose em feijdo, da mesma forma que foi observado neste estudo.

O uso de fungicidas € a forma mais comum de controle e manejo de doencas nas
plantas, embora 0 excesso na utilizacdo possa ocasionar inimeros problemas como reducdo na
taxa de controle (PADDER et al., 2010). Segundo Amin et al. (2014), a aplicacdo de certos
fungicidas em feijdo possibilita que a cultura atinja a maturidade fisiolégica sem que haja a
infeccdo severa da antracnose. Os autores avaliaram fungicidas (mancozeb, folpan e
mancolaxyl) e bioagentes (T. harzianum, T. viride e Pseudomonas fluorensces Fliigge) e a alta
severidade na testemunha indicou que tantos os fungicidas quanto os bioagentes foram eficazes
para reduzir a severidade da antracnose nas folhas de feijéo.

A aplicacdo do indutor de resisténcia ASM resultou em controle da antracnose (Tabela
7), tendo eficiéncia acima do tratamento controle para ambas cultivares, mas inferior as espécies
T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme e T. viride para a cultivar IPR Tuiuid. Hennipman
et al. (2019) encontraram resultados similares ao trabalharem com controle da mancha angular
(P. griseola) com produtos alternativos em feijdo (IPR Uirapuru), em condic¢Oes de campo. Os
autores relatam que o produto ASM resultou em controle da doenca, mas foi inferior a alguns
tratamentos utilizados.

Quando comparamos os dados obtidos em casa de vegetacdo (Tabela 2) para safra
2019 com os dados de campo (Tabela 7) para safra 2019/2020 notou-se que os resultados séo
muito similares, em ambos 0s experimentos houve controle da antracnose para as duas

cultivares testadas.
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Ao contrario, Gutiérrez-Moreno et al. (2021) observaram que plantas de feijdo em casa
de vegetacdo submetidas aos tratamentos com T. longibrachiatum MK1 (Rifai), T. asperellum
B6, T. atroviride P1 e T. harzianum T22 apresentavam niveis mais altos de severidade da
antracnose do que as plantas cultivadas em campo aberto.

Em relacdo aos dados da segunda safra de experimentos, 2020/2021, constatou-se que
houve maior pressdo da doenca (Tabela 8) quando comparamos com os dados de AACPD da
safra 2019/2020 (Tabela 7). Para a cultivar IPR Tuiuit ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos, contrario ao que foi observado na safra 2019/2020 (Tabela 8).

De maneira oposta, os dados para a cultivar IPR Quero-Quero na 2020/2021 foram
relativamente similares ao da safra 2019/2020, sendo que a aplicacdo dos isolados de
Trichoderma, ASM e fungicida resultaram em controle estatistico superior da doen¢a quando
comparado ao controle (Tabela 8). As condi¢des climaticas foram favoraveis para o
desenvolvimento da antracnose, fato que justifica a alta AACPD para a cultivar IPR Quero-
Quero (Anexo G).

Os primeiros sintomas foram observados na primeira avaliacdo (Anexo B), que
ocorreu juntamente com a primeira aplicacdo aos 26 DAE (12/12/2020), com severidade média
de 0,91% para a cultivar IPR Tuiuit e 0,61% para a cultivar IPR Quero-Quero. A maxima
severidade foi de 6,71% e 12,78% para as cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero,
respectivamente, aos 64 DAE (23/01/2021), na Gltima avaliag&o.

TABELA 8 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum

lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-
Quero em campo, safra 2020/2021. Fazenda Escola Capéo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.

AACPD

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 98,81" 178,49 b*
Trichoderma endophyticum 103,05 189,69 b
Trichoderma harzianum 105,5 193,45 b
Trichoderma lentiforme 82,42 204,22 b
Trichoderma koningiopsis 92,17 188,66 b
Trichoderma tomentosum 75,21 199,18 b
Trichoderma viride 90,77 196,36 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 98,44 214,95b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 100,27 207,20 b
Controle 1194 388,11a
C.V. (%) 20,44 11,75

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variacéo.
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Corroborando com os dados deste estudo, Beladeli et al. (2021b) concluiram que a
aplicacdo de hidroxido de cobre, trifloxistrobina-protioconazol, trifloxistrobina-tebuconazol,
tiofanato-metilico, hidroxido de fentina e piraclostrobina além de T. asperellum foram
eficientes para reduzir a severidade da antracnose e crestamento bacteriano comum em plantas
da cultivar de feijdo IPR Tangara quando comparados ao controle.

Duhatschek et al. (2017) em estudo com controle alternativo de doengas em trigo
(Triticum aestivum L.), nas condi¢bes de campo, concluiram que o tratamento em que houve
duas aplicacdes de fungicida sisttmico demonstrou ser o mais eficiente para controle de
ferrugem (Puccinia triticina Erikss.), helmintosporiose [Bipolaris sorokiniana (Sacc.)
Shoemaker] e oidio (Erysiphe graminis DC.).

Ao contrario, Gabardo et al. (2022) mencionam que a aplicacdo do indutor de
resisténcia ASM e produtos alternativos ndo apresentaram efeito de controle das doencas de
final de ciclo [Septoria glycines (Hemmi) e Cercospora kikuchii (Matsumoto & Tomoy.)] em
duas safras de cultivo de soja. Os autores ainda afirmam que o Unico tratamento que controlou
a doenca foi a aplicacdo de fungicida (azoxistrobina + ciproconazol) ao contrario dos resultados
alcancados neste estudo, em que os produtos alternativos, o indutor de resisténcia e fungicida
reduziram a severidade da antracnose.

Ao comparar os dados de AACPD da antracnose em casa de vegetagéo (Tabela 2) para
0 ano de 2021 com os dados de campo (Tabela 8) observou-se que para a cultivar IPR Tuiuiu
os dados foram discrepantes, uma vez que na casa de vegetacdo houve diferencas estatisticas
entre os tratamentos e no campo ndo foram observadas diferencas.

Para a cultivar IPR Quero-Quero na casa de vegetacdo os melhores tratamentos para
controle da antracnose foram os isolados de Trichoderma, muito similares ao experimento de
campo. Nas condicdes da casa de vegetacdo (Tabela 2), isolado T. lentiforme resultou em
controle da doenca ao contrario do que foi obtido em campo (Tabela 8).

Na terceira safra de cultivo, ano agricola 2021/2022, todos os tratamentos foram
capazes de controlar a antracnose nas duas cultivares testadas (Tabela 9 e Anexo C). Ao
contrario do que ocorreu nas safras passadas, o aparecimento dos sintomas nas folhas foi tardio,
com inicio na quarta avaliacdo aos 52 DAE para cultivar IPR Tuiuiu e na terceira avaliagdo aos
45 DAE para IPR Quero-Quero.

Os primeiros sintomas foram observados na segunda avaliacdo (Anexo C) para a
cultivar IPR Quero-Quero que ocorreu juntamente com a segunda aplicacdo aos 36 DAE
(08/01/2022), com severidade média de 0,04%. Para a cultivar IPR Tuiuil, os sintomas

iniciaram na terceira avaliacdo juntamente com a terceira aplicacéo aos 45 DAE (15/01/2022),
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com severidade média de 2,02%. A méxima severidade foi de 8,95% e 12,87% para as
cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero, respectivamente, aos 69 DAE (01/02/2022), na

ultima avaliacdo.

TABELA 9 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-
Quero em campo, safra 2021/2022. Fazenda Escola Capdo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.

AACPD

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 61,54 b 97,71 b
Trichoderma endophyticum 78,52 Db 106,18 b
Trichoderma harzianum 72,61b 112,39 b
Trichoderma lentiforme 67,96 b 127,37b
Trichoderma koningiopsis 83,67 b 107,78 b
Trichoderma tomentosum 60,74 b 118,29 b
Trichoderma viride 70,57 b 108,86 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 74,69 b 118,45 b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 84,87b 112,36 b
Controle 115,86 a 187,67 a
C.V. (%) 15,95 13,46

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
C.V.= coeficiente de variacéo.

Tal fato esta atrelado as condic¢des climaticas, uma vez que um periodo de seca foi
registrado na localidade FESCON (Anexo H). Foram registradas altas temperaturas, baixa
precipitacdo e baixa umidade relativa do ar, sendo que o extremo de umidade foi de 51,5% no
dia 22/11/2021.

A esporulacéo e infeccdo do hospedeiro por C. lindemuthianum sdo favorecidas por
temperaturas entre 13 e 27°C para a germinacdo dos conidios, sendo necessaria umidade
relativa superior a 92%. Temperaturas acima de 28°C tendem a reduzir nimero e tamanho das
lesbes (DALLA PRIA; SILVA, 2010). Sendo assim, danos podem ocorrer na estrutura e
fisiologia dos conidios e apressérios, contendo o crescimento do fungo e acima de 33°C pode
néo ocorrer infeccdo (DALLA PRIA; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2003; GARCIA et al.,
2007).

A partir da quarta avaliacdo, houve alta na frequéncia das precipitacbes o que
ocasionou aumento na umidade relativa do ar. Essas condigdes favoreceram o desenvolvimento
do patdgeno, aumentado a severidade da doenca que permaneceu alta até o fim do experimento
(Anexos Hell).

Com os resultados obtidos nesta safra de cultivo ficou evidente que as espécies de

Trichoderma, o indutor ASM e o fungicida hidroxido de fentina sdo eficientes para reduzir o
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desenvolvimento da antracnose e consequentemente reduzir a AACPD quando comparados ao
controle para as duas cultivares em estudo (Tabela 9).

Segundo Samuels e Hebbar (2015) isolados de T. harzianum, utilizados sozinhos ou
combinados com outras espécies de Trichoderma, podem controlar doencas em plantas. A
relagdo entre Trichoderma spp. e a planta é simbidtica e pode resultar na indug&o de resisténcia
sisttmica. Essa inducdo ocorre mediante desencadeamento de alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas na planta, resultando em ativacdo de seus mecanismos de defesa contra varios
patdgenos. No decorrer dos anos, varios trabalhos demonstram que a resisténcia induzida por
Trichoderma spp. € um mecanismo comum e importante no controle biolégico de doengas
(GOMES et al., 2015).

No Brasil, o controle de doencas em plantas mais disseminado entre os agricultores é
mediante o uso de fungicidas. Contudo, esta estratégia esta cada vez menos eficaz devido ao
seu mau uso, acarretando selecdo de populacbes de patdgenos resistentes as moléculas, alto
risco de contaminagdo e aumento no custo de producdo. Para a localidade FESCON, notou-se
que o uso do fungicida hidroxido de fentina proporcionou reducao na severidade da antracnose
nas folhas das duas cultivares testadas, em todas as safras de cultivo, mas com resultado
estatistico igual ou até mesmo inferior a algumas espécies de Trichoderma.

Desta forma, para as cultivares IPR Tuiuiu e IPR Quero-Quero a aplicacdo de esporos
dos isolados T. asperellum, T. endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T.
tomentosum e T. viride, além do indutor de resisténcia acibenzolar-S-metilico, podem ser uma
alternativa para controle da antracnose nas condi¢fes de campo avaliadas.

Para a safra 2019/2020 a colheita foi realizada mecanicamente aos 95 DAE
(14/02/2020) para a cultivar IPR Tuiuil e aos 102 DAE (21/02/2020) para a cultivar IPR Quero-
Quero. Os dados dos componentes de rendimentos obtidos, demonstraram que houve diferencas
significativas apenas para a variavel vagens por plantas, e que as demais, plantas por metro,
grédos por vagem e produtividade, ndo foram afetadas com a aplicacdo dos diferentes
tratamentos para a cultivar IPR Tuiuiu (Tabela 10).

Para a variavel vagens por planta, os tratamentos T. lentiforme, T. koningiopsis, T.
tomentosum, T. viride, ASM e fungicida foram estatisticamente superiores aos demais, que
foram iguais aos valores observados para o controle (Tabela 10).

Os dados para a cultivar IPR Quero-Quero foram similares aos da cultivar IPR Tuiuiu,
com apenas os dados para a variavel vagens por planta apresentando diferencas significativas e

gue as demais analisadas ndo demostraram respostas aos tratamentos aplicados (Tabela 10).
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Para a varidvel vagens por planta (Tabela 10), os tratamentos T. lentiforme, T.
tomentosum, T. viride, ASM e fungicida foram estatisticamente superiores aos demais. Os
demais tratamentos foram estatisticamente iguais ao controle.

TABELA 10 - Componentes de rendimento plantas por metro (plantas m-t), vagens por planta (vagens planta),
grdos por vagem (grdos vagem™) e produtividade (kg ha'*) em funcéo dos tratamentos aplicados em

feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero, safra 2019/2020. Fazenda
Escola Capéo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.

IPR TUIUIU
PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE
TRATAMENTO METRO! PLANTA VAGEM™! (kg ha'l)
Trichoderma asperellum 13,00™ 13,00 b* 7,00™ 1549,77"
Trichoderma endophyticum 12,00 14,00 b 7,00 1514,80
Trichoderma harzianum 11,00 15,00 b 6,00 1374,90
Trichoderma lentiforme 12,00 17,00 a 7,00 1418,06
Trichoderma koningiopsis 13,00 18,00 a 6,00 1691,24
Trichoderma tomentosum 14,00 20,00 a 7,00 1336,85
Trichoderma viride 11,00 19,00 a 6,00 1452,34
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 12,00 20,00 a 6,00 1281,89
Hidroxido de fentina (Mertin®) 11,00 21,00 a 6,00 151471
Controle 8,00 12,00 b 6,00 1339,70
C.V. (%) 12,92 15,64 9,69 18,56
IPR QUERO-QUERO
PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE

TRATAMENTO METRO! PLANTA®?  VAGEM?! (kg ha!)
Trichoderma asperellum 6,00 12,00 b 6,00 1065,43"
Trichoderma endophyticum 6,00 12,00 b 6,00 1398,03
Trichoderma harzianum 6,00 12,00 b 6,00 1091,57
Trichoderma lentiforme 5,00 15,00 a 6,00 1198,67
Trichoderma koningiopsis 5,00 13,00 b 6,00 1240,74
Trichoderma tomentosum 5,00 15,00 a 6,00 1324,07
Trichoderma viride 7,00 15,00 a 6,00 1170,74
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 6,00 15,00 a 6,00 1466,57
Hidroxido de fentina (Mertin®) 7,00 15,00 a 6,00 1317,61
Controle 6,00 10,00 b 5,00 1117,84
C.V. (%) 25,48 17,52 8,54 23,18

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variagdo.

A média de produtividade para a cultivar IPR Tuiuil foi de 1.447 kg ha*, semelhante
a média brasileira para feijio comum tipo preto de 1.476 kg ha™ e acima da média paranaense
de 1.142 kg hal. A média de produtividade para a cultivar IPR Quero-Quero foi de 1.239 kg
hal, abaixo da média brasileira de 1.439 kg ha e acima da média paranaense de 1.188 kg ha™.
Para a safra 2019/2020 os resultados foram abaixo dos esperados, principalmente em razéo das
condicgdes climéaticas desfavoraveis registradas durante o ciclo da cultura na Regido Sul,

impactando negativamente nas lavouras e no rendimento da cultura (CONAB, 2020).
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Ao aplicar produtos alternativos para controle da mancha angular em feijédo, cultivar
IPR Uirapuru, Hennipman et al. (2019) n&o obtiveram resultados significativos para
produtividade no primeiro experimento na safra 2015/2016, mas para a segunda época a
aplicacdo de T. asperellum e ASM resultou em produtividades acima da observada para o
tratamento controle.

A aplicacéo de indutores de resisténcia, como acibenzolar-S-metilico, pode ocasionar
em aumento na atividade metabdlica da planta e consequentemente reduzir sua produtividade.
Kuhn e Pascholati (2010) aplicaram ASM em plantas de feijéo, cultivar Carioca Tybatd, para
protecdo contra o crestamento bacteriano (X. axonopodis pv. phaseoli) e observaram que houve
reducdo de producdo apds quatro aplicagdes do produto, a ponto de ser inferior ao tratamento
controle.

Gabardo et al. (2020a) ao analisar respostas fisiologicas de duas cultivares de soja ap6s
aplicacdo de diferentes produtos para controle de doencas fungicas em condi¢Ges de campo
afirmaram que para ambas as safras em que o estudo foi conduzido (2016/2017 e 2017/2018) o
uso de fungicida (azoxistrobina + benzovindiflupir) evitou danos ao rendimento da cultura. Para
0 estudo, notou-se que a aplicacdo de fungicida ndo foi eficaz para evitar danos ocasionados
pela antracnose na produtividade de ambas cultivares para a safra 2019/2020.

Para a safra 2020/2021 ndo foi possivel realizar a colheita da cultivar IPR Quero-
Quero, uma vez que a area foi perdida devido a problemas com plantas daninhas. Com relacéo
aos componentes de rendimento para a cultivar IPR Tuiuiu, a colheita ocorreu mecanicamente
aos 97 DAE (22/02/2021) e ndo foram identificadas diferencas estatisticas para as variaveis
avaliadas (Tabela 11).

A média de produtividade para a cultivar IPR Tuiuit foi de 2.056,70 kg ha™%, superior
as médias brasileira de 1.315 kg ha* e paranaense de 1.352 kg ha, para a safra 2020/21 para
feijao tipo preto (CONAB, 2021).

Frasca et al. (2020) ndo observaram diferencas estatisticas para as variaveis nimero
de vagens, numero de gréos por vagem e produtividade apds aplicagéo foliar de T. asperellum
em plantas de feijdo da cultivar FC-104, do grupo comercial carioca.

Para a Ultima safra de experimentos (2021/2022), a colheita ocorreu de forma
mecanica aos 105 DAE (09/03/2022) para a cultivar IPR Tuiuil e aos 125 DAE (29/03/2022)
para a cultivar IPR Quero-Quero. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre as
varidveis analisadas (Tabela 12) em ambas cultivares. A média de produtividade média da
cultivar IPR Tuiuit foi de 2.179 kg ha, acima das médias brasileira e paranaense de 1.543 e

1.691 kg ha’l, respectivamente. Ja para a cultivar IPR Quero-Quero a média de produco foi de
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1.377 kg ha'l, abaixo das médias brasileira e paranaense, com 1.590 e 1.818, respectivamente
(CONAB, 2022).

TABELA 11 - Componentes de rendimento plantas por metro (plantas mt), vagens por planta (vagens planta),
gréos por vagem (graos vagem) e produtividade (kg ha™) em funcéo dos tratamentos aplicados em
feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Tuiuil, safra 2020/2021. Fazenda Escola Capdo da Onca.
Ponta Grossa — PR, 2022.

PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE

TRATAMENTO METRO! PLANTA VAGEM™! (kg ha't)
Trichoderma asperellum 10,00 11,00™ 7,00™ 2298,95"™
Trichoderma endophyticum 9,00 9,00 6,00 1772,06
Trichoderma harzianum 8,00 9,00 6,00 1931,13
Trichoderma lentiforme 9,00 8,00 6,00 1603,51
Trichoderma koningiopsis 10,00 10,00 6,00 2208,73
Trichoderma tomentosum 8,00 10,00 6,00 2096,20
Trichoderma viride 8,00 8,00 6,00 1563,27
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 9,00 11,00 6,00 2503,61
Hidroxido de fentina (Mertin®) 10,00 9,00 6,00 2395,26
Controle 10,00 9,00 6,00 2194,24
C.V. (%) 12,66 10,81 8,41 24,07

Fonte: A autora.
Notas: NS = ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
C.V.= coeficiente de variagdo.

Observou-se que em todas as safras em que foram conduzidos experimentos
(2019/2020, 2020/2021 e 2021/2022) a cultivar IPR Quero-Quero foi altamente suscetivel ao
fungo C. lindemuthianum, pois os dados de severidade foram maiores quando comparados aos
dados para a cultivar IPR Tuiui (Anexo A, B e C). Tal fato explica a reducao em produtividade
da cultura quando se compara dados de ambas cultivares nas mesmas condic¢des de cultivo.

Além do controle de doencas, a aplicacdo foliar de Trichoderma spp. pode ser
empregada nos sistemas produtivos com intuito de melhorar o desenvolvimento agrondémico e
a produtividade do feijdo, além de reduzir os custos e aumentar a viabilidade da cultura
(OLIVEIRA et al., 2015). Tais fungos saprobios também se enquadram como bioestimulantes,
que sdo definidos como substancias sintéticas, naturais e/ou microrganismos que estimulam a
absorcéo e eficiéncia de nutrientes, consequentemente aumentando produtividade da cultura na
qual sdo utilizados (SILVA et al., 2016). E evidente que o uso de bioestimulantes, como
Trichoderma spp., traz inameros beneficios as plantas promovendo aumento na produtividade
além do controle de doengas (CHAUDHARY et al., 2021).
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TABELA 12 - Componentes de rendimento plantas por metro (plantas m1), vagens por planta (vagens planta™),
grdos por vagem (grdos vagem™) e produtividade (kg ha™*) em funcédo dos tratamentos aplicados
em feijao (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuill e IPR Quero-Quero, safra 2021/2022.
Fazenda Escola Capdo da Onga. Ponta Grossa — PR, 2022.

IPR TUIUIU
PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE
TRATAMENTO METRO PLANTA VAGEM™! (kg ha?)
Trichoderma asperellum 11,00™ 14,00™ 7,00™ 2105,08™
Trichoderma endophyticum 12,00 13,00 7,00 2.257,90
Trichoderma harzianum 12,00 15,00 6,00 2.186,63
Trichoderma lentiforme 12,00 14,00 7,00 1.977,85
Trichoderma koningiopsis 12,00 13,00 6,00 2.068,03
Trichoderma tomentosum 13,00 13,00 6,00 2.218,62
Trichoderma viride 12,00 13,00 7,00 2.408,45
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 14,00 15,00 6,00 2.171,05
Hidréxido de fentina (Mertin®) 12,00 14,00 6,00 2.386,35
Controle 9,00 10,00 5,00 2.010,43
C.V. (%) 15,46 18,10 9,78 25,44
IPR QUERO-QUERO
PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE

TRATAMENTO METRO* PLANTA' VAGEM! (kg ha'l)
Trichoderma asperellum 13,00 15,00 6,00 1.369,38"™
Trichoderma endophyticum 12,00 14,00 6,00 1.391,73
Trichoderma harzianum 12,00 14,00 6,00 1.448,80
Trichoderma lentiforme 12,00 14,00 6,00 1.164,65
Trichoderma koningiopsis 13,00 15,00 6,00 1.561,55
Trichoderma tomentosum 12,00 14,00 6,00 1.239,15
Trichoderma viride 11,00 14,00 6,00 1.410,30
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 12,00 13,00 6,00 1.417,05
Hidréxido de fentina (Mertin®) 11,00 11,00 7,00 1.231,53
Controle 11,00 13,00 6,00 1.531,48
C.V. (%) 19,35 28,03 12,98 25,93

Fonte: A autora.

Notas: NS = ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

C.V.= coeficiente de variacdo.

5.3.2 Unidade Demonstrativa Experimental Oscar Rickli

Os dados de AACPD para a UDE Oscar Rickli demonstram que a aplicagéo das

diferentes espécies de Trichoderma spp., além do indutor de resisténcia e do fungicida foram

eficientes para reduzir o desenvolvimento da antracnose na cultivar IPR Tuiuiu (Tabela 13), na

safra 2019/2020.

Os primeiros sintomas foram observados na quinta avaliacdo (Anexo D), que ocorreu
aos 44 DAE (07/03/2020), com severidade média de 0,06% para a cultivar IPR Tuiuid. A
méaxima severidade foi de 6,45% aos 72 DAE (11/04/2020), na ultima avaliacéo.

Os tratamentos com as diferentes espécies de Trichoderma (T. asperellum, T.

endophyticum, T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T. tomentosum e T. viride) foram

estatisticamente iguais aos tratamentos que receberam aplicacdo do ASM e do fungicida
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hidréxido de fentina. Com esses resultados, evidenciam que o uso de fontes alternativas para

controle de doencas pode resultar em eficiéncia igual ou superior aquela obtida com o uso de

fungicidas ou outros produtos quimicos (Tabela 13). Nao foi possivel anexar as condicOes

climaticas durante a conducao deste estudo, uma vez que a Fundacdo ABC (TSUKAHARA et

al., 2022) ndo possui estacdo meteoroldgica neste municipio.

TABELA 13 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) e produtividade (kg hat) de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR

Tuiuid em campo, safra 2019/2020. Unidade Demonstrativa Experimental Oscar Rickli.
Prudentdpolis — PR, 2022.

TRATAMENTO AACPD PRODUTIVIDADE (kg ha)
Trichoderma asperellum 31,24 b* 2882,00 a
Trichoderma endophyticum 30,01 b 2502,75 a
Trichoderma harzianum 27,39b 2690,25 a
Trichoderma lentiforme 28,44 b 2730,50 a
Trichoderma koningiopsis 31,06 b 3055,50 a
Trichoderma tomentosum 36,58 b 2955,75 a
Trichoderma viride 32,38b 2723,50 a
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 31,10b 2443,00 a
Hidroxido de fentina (Mertin®) 34,13 Db 2704,25 a
Controle 64,05 a 1534,75 b
C.V. (%) 10,98 13,00

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
C.V.= coeficiente de variacéo.

Em estudo realizado a campo, Mbazia, Youssef e Kharrat (2016) relataram que plantas
de feijao fava (Vicia faba L.) que receberam tratamento foliar com T. viride, T. harzianum,
Bacillus subtilis (Cohn) e fungicida (carbendazim) sofreram menos danos com a doenca
mancha de chocolate [Botrytis fabae (Sard.)] quando comparado ao tratamento controle. O
controle bioldgico de doencas em feijdo representa uma alternativa promissora para manter sua
viabilidade e produtividade (SILVA et al., 2021a).

A colheita do experimento ocorreu no dia 18 de abril de 2020, aos 86 DAE. Os
componentes de rendimento plantas por metro, vagens por planta e grdos por vagem nao foram
quantificados para este experimento. Para mensuracdo da produtividade, foram colhidas as
plantas centrais de cada parcela, descartando a bordadura, as quais foram trilhadas e pesadas
(Tabela 13).

Foram observadas diferencas estatisticas entre o controle e os demais tratamentos,
demonstrando que a aplicacdo dos tratamentos, indiferente do método utilizado, controlou a
antracnose e influenciou na produtividade de feijdo da cultivar IPR Tuiuit (Tabela 13). A
produtividade média observada no experimento foi de 2.622,23 kg ha?, acima das médias
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brasileira e paranaense para feijdo comum tipo preto, com 1.476 e 1.142 kg ha* respectivamente
(CONAB, 2020).

Silva et al. (2021b) afirmam que a aplicacdo dos isolados T. harzianum ESALQ-1306
e T. asperellum BRM-29104 tiveram a capacidade de controlar o fungo S. sclerotiorum, reduzir
a severidade do mofo-branco fazendo com que a produtividade de feijdo, cultivar Pérola, ndo
fosse reduzida nas condi¢des de campo do cerrado brasileiro em que o estudo foi conduzido.

Tais resultados corroboram com os obtidos no estudo, pois as espécies de Trichoderma
foram capazes de controlar o fungo C. lindemuthianum e ndo houve reducéo de produtividade
para a cultivar IPR Tuiuil, nas condi¢gdes de campo no municipio de Prudentopolis, safra
2019/2020.

A eficiéncia de controle do fungicida hidroxido de fentina foi estatisticamente igual as
espécies de Trichoderma, demonstrando que o uso de tal método de controle pode ser eficiente
(Tabela 13). A aplicacdo de fungicidas pode manter a alta produtividade e a qualidade dos gréos
de feijdo, mas ndo controlaram totalmente a doenca e elevam os custos de producéo
(BOERSMA et al., 2020). Vérios fungicidas sdo toxicos para animais, incluindo os humanos,
e para organismos nao alvos, além de riscos com contaminagdo ambiental e comprometimento
da seguranca alimentar (DUKARE et al., 2018; SINGH et al., 2020).

5.3.3 Fazenda Xaxim

Na primeira época de semeadura (04/09/2020) da Fazenda Xaxim, com a cultivar IPR
Tuiuid, ndo foi detectada a incidéncia do fungo C. lindemuthianum, portanto ndo foi possivel
avaliar a severidade da antracnose. As condicdes climéticas da area, localizada no municipio
de Teixeira Soares — PR, ndo foram favoraveis para o patdgeno, com temperaturas altas e baixa
umidade relativa do ar, condi¢bes adversas aguelas necessarias para crescimento e
desenvolvimento do fungo. Durante o periodo em que a cultura esteve a campo (de 04/09 a
26/12/2020) a temperatura média foi de 20,07°C, umidade relativa média de 73,42% e baixa
precipitacdo (Anexo J).

Para a segunda época de semeadura (12/01/2021), foram detectados sintomas da
antracnose desde a primeira avaliagdo, que foi realizada previamente a primeira aplicagdo no
dia 06/02/2021, aos 20 DAE, com severidade média de 0,75%. A méxima severidade foi de
5,64% aos 55 DAE (06/03/2021), na ultima avaliacdo (Anexo E).

A ocorréncia da doenca no inicio do desenvolvimento da cultura pode estar atrelada

ao fato de que as precipitagdes foram frequentes, resultando em condi¢cbes favoraveis para o
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desenvolvimento da doenca (Anexo J). Os dados de AACPD demonstraram que houveram
diferengas estatisticas entre os tratamentos utilizados (Tabela 14). Os tratamentos T.
asperellum, T. endophyticum, T. harzianum, T. koningiopsis e fungicida resultaram em menores
AACPD e consequentemente controle da doenga quando comparados aos demais.

A eficiéncia agrondmica dos isolados de Trichoderma também é dependente da
adaptacdo dos microrganismos as condi¢Ges ambientais. Por isso, a selecao de linhagens para
composicao de bioprodutos agricolas deve levar em conta as especificidades e particularidades
de clima das diferentes regides onde se deseja utilizar o bioproduto (STEFFEN et al., 2020).
Tal fato, justifica a importancia da condugdo de experimentos em diferentes localidades,
seguindo o exemplo do estudo o qual foi conduzido em trés municipios diferentes.

Liton et al. (2019) afirmam que a aplicacdo de T. harzianum juntamente com esterco
de aves foi capaz de reduzir o desenvolvimento dos fungos F. oxysporum f. sp. phaseoli, R.
solani e Sclerotium rolfsii (Sacc.) e suprimir o desenvolvimento das doencas de caule, além de

proporcionar aumento no crescimento e produtividade de feijao.

TABELA 14 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Tuiuid em campo, safra
2020/21. Fazenda Xaxim, Teixeira Soares — PR, 2022.

TRATAMENTO AACPD
Trichoderma asperellum 38,67 b*
Trichoderma endophyticum 2891b
Trichoderma harzianum 46,91 b
Trichoderma lentiforme 77,92 a
Trichoderma koningiopsis 48,14 b
Trichoderma tomentosum 74,66 a
Trichoderma viride 65,26 a
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 64,65 a
Hidroxido de fentina (Mertin®) 49,16 b
Controle 92,26 a
C.V. (%) 44,20

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
C.V.= coeficiente de variacéo.

A quantificagdo dos componentes de rendimento e a colheita do experimento realizado
na primeira época ocorreu no dia 26 de dezembro de 2020, aos 106 DAE e ndo foram
encontradas diferencas estatisticas para as variaveis analisadas (Tabela 14). Ja para a segunda
época, a colheita ocorreu no dia 20 de abril de 2021, aos 93 DAE e foram observadas diferengas
estatisticas entre os tratamentos para as variaveis plantas por metro, vagens por planta e

produtividade.
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Para plantas por metro, 0 menor valor foi observado no tratamento ASM, o qual foi
estatisticamente inferior aos demais (Tabela 14). As maiores médias de vagens por planta foram
constadas nas plantas que receberam a aplicacdo de T. asperellum e fungicida hidroxido de
fentina, sendo este tratamento o que resultou na maior produtividade do experimento, com
média de 4.332,10 kg hal, estatisticamente superior aos demais tratamentos (Tabela 15).

A produtividade média da primeira época de semeadura para a cultivar IPR Tuiuiu foi
de 3.870,13 kg ha™ e para a segunda época a média foi de 2.074,45 kg ha (Tabela 15). A média
de vagens por planta também foi afetada quando houve incidéncia do patégeno, com média de
20 vagens por planta para a primeira época e de 9 vagens por planta para a segunda época de
semeadura. As condi¢des climaticas na segunda época de semeadura foram favoraveis para o

desenvolvimento da antracnose, ocasionando reducao significativa da producao (Anexo J).

TABELA 15 - Componentes de rendimento plantas por metro (plantas m-t), vagens por planta (vagens planta),
gréos por vagem (grdos vagem) e produtividade (kg ha!) em fungdo dos tratamentos aplicados
em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Tuiuil, em duas épocas de semeadura, safra
2020/21. Fazenda Xaxim, Teixeira Soares — PR, 2022.

PRIMEIRA EPOCA

PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE

TRATAMENTO

METRO! PLANTA®  VAGEM?! (kg ha'®)
Trichoderma asperellum 12,00™ 22,00m 5,00 3832,72™
Trichoderma endophyticum 11,00 21,00 6,00 3924,69
Trichoderma harzianum 11,00 21,00 5,00 4425,31
Trichoderma lentiforme 12,00 19,00 5,00 3932,10
Trichoderma koningiopsis 12,00 18,00 5,00 3762,35
Trichoderma tomentosum 12,00 21,00 5,00 3898,15
Trichoderma viride 11,00 21,00 5,00 3757,41
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 12,00 18,00 5,00 3662,96
Hidroxido de fentina (Mertin®) 12,00 21,00 5,00 3801,24
Controle 11,00 20,00 5,00 3704,32
C.V. (%) 6,68 10,83 6,06 9,24

SEGUNDA EPOCA

PLANTAS VAGENS GRAOS PRODUTIVIDADE
TRATAMENTO METRO! PLANTA!  VAGEM! (kg ha'®)
Trichoderma asperellum 10,00 a* 10,00 a 5,00m 1845,68 b
Trichoderma endophyticum 11,00 a 9,00 b 5,00 1791,36 b
Trichoderma harzianum 12,00 a 9,00b 5,00 1693,21b
Trichoderma lentiforme 11,00 a 9,00b 5,00 1845,06 b
Trichoderma koningiopsis 11,00 a 7,00 b 5,00 2091,36 b
Trichoderma tomentosum 11,00 a 7,00b 6,00 1750,62 b
Trichoderma viride 10,00 a 8,00 b 6,00 1869,76 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 8,00 b 8,00 b 5,00 1671,61b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 12,00 a 13,00 a 6,00 4332,10 a
Controle 10,00 a 8,00 b 5,00 1853,71b
C.V. (%) 9,55 20,82 11,88 12,63

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variacdo.
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Segundo Kumar et al. (2021) a aplicacdo das espécies T. viride e Trichoderma
erinaceum (Bissett, C.P. Kubicek & Szakacs) resultou nos maiores registros de componentes
de rendimento nas plantas de feijdo. Os autores ainda concluiram que essas espécies de
Trichoderma podem ser efetivamente utilizadas como alternativa no controle do mofo branco
(S. sclerotiorum). Esses dados contrariam aos obtidos neste estudo, uma vez que 0S
componentes de rendimento vagens por planta e produtividade para a Fazenda Xaxim, na safra
2020/2021, foram estatisticamente inferiores as plantas que receberam aplicacdo do fungicida.

Em geral, ao comparar as trés localidades de cultivo, observou-se que para as
localidades de FESCON (Ponta Grossa — PR) e UDE Oscar Rickli (Prudentopolis — PR) houve
reducdo da severidade da antracnose e as espécies de Trichoderma se destacaram como
alternativas de controle, mas para a localidade Fazenda Xaxim (Teixeira Soares — PR) ndo

foram observadas diferencas entre os tratamentos.

5.4 QUALIDADE SANITARIA DE SEMENTES

A realizacdo dos testes de sanidade de sementes sdo indicativos indispensaveis para a
garantia da saude dos vegetais, reducdo nos custos de producdo, aumento na produtividade e na
qualidade do produto (MAPA, 1999).

Apos conducdo e avaliacdo do teste de incubacdo em rolo de papel (MAPA, 2009),
observou-se que houve incidéncia de antracnose nas sementes colhidas na FESCON para as
duas cultivares utilizadas nas trés safras, apesar da aplicacdo de produtos para controle foliar
da doenca (Tabela 16).

Na safra 2019/2020, a maior incidéncia de C. lindemuthianum para a cultivar IPR
Tuiuit foi observada para as sementes colhidas no tratamento controle, com diferenca
estatistica dos demais tratamentos (Tabela 16). Para a cultivar IPR Quero-Quero, todos os
tratamentos apresentaram menores incidéncias do patégeno nas sementes quando comparados
ao controle. As aplicagdes foliares com Trichoderma, independente da espécie, resultaram nas
menores incidéncias.

Ressalta-se a importancia do controle foliar da antracnose em feijdo, pois a incidéncia
do patdégeno em sementes oriundas de plantas que receberam controle foliar da doenca foi 58,08
e 58,40% menor para a cultivar IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero, respectivamente, comparado

ao tratamento controle na safra 2020/2021.
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TABELA 16 - Incidéncia (%) de Colletotrichum lindemuthianum em sementes ap6s teste de patologia em funcéo
da aplicacédo dos produtos em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR
Quero-Quero em condicOes de campo, safras 2019/2020, 2020/2021 e 2021/2022. Fazenda Escola
Capéo da Onca, Ponta Grossa — PR, 2022.

SAFRA SAFRA SAFRA
2019/2020 2020/2021 2021/2022

TRATAMENTO IPR IPR QUERO- IPR IPR IPR QUERO-

TUIUIU QUERO TUIUIU TUIUIU QUERO
Trichoderma asperellum 11,00 b* 1450 ¢ 16,50 3,00c 36,50 b
Trichoderma endophyticum 9,50 b 16,00 ¢ 15,00 13,00 b 27,50 b
Trichoderma harzianum 11,50 b 15,50 ¢ 18,50 11,50 b 27,50 b
Trichoderma lentiforme 12,50 b 15,50 ¢ 13,00 5,00c 25,50 b
Trichoderma koningiopsis 16,00 b 16,00 ¢ 12,50 10,00 b 28,50 b
Trichoderma tomentosum 14,50 b 17,00 c 19,00 11,50 b 33,00b
Trichoderma viride 14,50 b 17,00 c 15,50 18,50 a 36,00 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 16,00 b 26,50 b 11,00 12,50 b 51,00 a
Hidréxido de fentina (Mertin®) 19,00 b 23,00 b 17,00 12,00 b 38,50 b
Controle 33,00a 43,00 a 21,50 16,50 a 58,00 a
C.V. (%) 19,88 13,07 16,43 14,21 13,67

Fonte: A autora.
Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
Dados originais, para analise foram transformados em arc sen \/m
C.V.= coeficiente de variacéo.

Para a safra 2020/2021 (Tabela 16), foi realizada a quantificacdo da incidéncia de C.
lindemuthianum apenas para as sementes da cultivar IPR Tuiuil, uma vez que néo foi possivel
realizar a colheita da cultivar IPR Quero-Quero. Houve incidéncia de C. lindemuthianum nas
sementes, mas ndo foram observadas diferencas estatisticas entre aos tratamentos.

Na altima safra (2021/2022) houve incidéncia do patégeno nas sementes, sendo que a
aplicagédo foliar com T. asperellum e T. lentiforme resultaram em menores porcentagens de
sementes infectadas, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos para a cultivar IPR
Tuiuil (Tabela 16). Sementes oriundas dos tratamentos T. endophyticum, T. harzianum, T.
koningiopsis, T. tomentosum, ASM e fungicida tiveram incidéncia do patégeno, mas foram
inferiores ao controle. Dados semelhantes foram obtidos para a cultivar IPR Quero-Quero, com
todos os tratamentos resultando em menores incidéncias em relagdo ao controle, exceto ASM
que foi igual a testemunha (Tabela 16).

No Brasil ha um grande problema com as sementes comerciais de feijao, uma vez que
sua taxa de utilizacdo é baixa. A maioria dos produtores utilizam sementes proprias, ditas como
“salvas”, pois sdo produzidas como graos ¢ utilizadas como sementes, gerando produtividade
média baixa e problemas fitossanitarios (MENTEN et. al., 2006).

A transmissao de C. lindemuthianum da semente para a plantula de feijdo esta em torno

de 70-80% e que ha possibilidade de o patgeno interferir negativamente no sistema radicular
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da planta. Quando sdo utilizadas sementes infectadas, mesmo que com niveis baixos de
incidéncia, elas s&o consideradas como fontes de indculo primério (REY et al., 2009).

Além dos problemas sanitarios, as sementes salvas possuem qualidade fisiologica
inferior as comerciais. Santos, Silveira e Jamhour (2019) afirmam que o armazenamento das
sementes salvas é precario nas propriedades rurais e que na maioria eram armazenadas em
barracdes, juntamente com outros insumos, roedores, sem qualquer controle de temperatura e
umidade, em contato direto com o chao e os locais eram quentes e umidos. Os autores ao
compararem sementes salvas e comerciais afirmam que a qualidade fisiologica das sementes
certificadas sobressai as salvas.

Para a UDE Oscar Rickli houve incidéncia de C. lindemuthianum nas sementes para a
safra 2019/2020 (Tabela 17). As maiores incidéncias foram observadas nos tratamentos que
receberam aplicacdo foliar do fungicida hidroxido de fentina e nas sementes oriundas do
controle sem aplicagdo, os quais diferiram estatisticamente dos demais.

O fungo C. lindemuthianum é classificado com uma praga ndo quarentenaria
regulamentavel. Esse conceito foi adotado pela portaria 71 de 1999 do Ministério da Agricultura
com nivel de tolerancia zero para que um lote seja considerado semente e ndo grao, uma vez
que se trata de uma praga de alto risco (MAPA, 1999). Tendo em considera¢do uma semeadura
com 400.000 sementes por hectare, com incidéncia de 0,25% de C. lindemuthianum nas
sementes, poderd resultar na introducdo de 1.000 focos primarios do patégeno na area
(MACHADO, 1994).

TABELA 17 — Incidéncia (%) de Colletotrichum lindemuthianum em sementes apds teste de patologia em funcgéo
da aplicacdo dos produtos em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Tuiuid em
condi¢cBes de campo, safra 2019/2020. Unidade Demonstrativa Experimental Oscar Rickli.
Prudentopolis — PR, 2022.

TRATAMENTO INCIDENCIA
Trichoderma asperellum 3,50 b*
Trichoderma endophyticum 1,50b
Trichoderma harzianum 3,50 b
Trichoderma lentiforme 150D
Trichoderma koningiopsis 150D
Trichoderma tomentosum 2,00b
Trichoderma viride 150b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 2,50 b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 550 a
Controle 11,50 a
C.V. (%) 62,10

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para andlise foram transformados em arc sen ,/x/100.
C.V.= coeficiente de variagdo.
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No entanto, a alta incidéncia de C. lindemuthianum nas sementes pode ser
insignificante, do ponto de vista epidemiolégico, para utilizacdo em regiées com predominio
de temperaturas altas e baixa umidade relativa (FREITAS, 1993 citado por REY et al., 2009).

Para a Fazenda Xaxim, mesmo ndo ocorrendo incidéncia da antracnose na parte aérea
das plantas de feijao da cultivar IPR Tuiuid, as sementes foram colhidas e submetidas ao teste
de rolo para quantificacdo da incidéncia de C. lindemuthianum (Tabela 18). Houve baixa
incidéncia nas sementes dos tratamentos que receberam aplicacdo foliar dos isolados T.
asperellum e T. tomentosum, mas ndo foram identificadas diferencas estatisticas com os demais.

Para a segunda época de semeadura, quando houve incidéncia e severidade do
patdégeno com desenvolvimento acumulado expressivo da antracnose (Tabela 14), observou-se
gue houve maior incidéncia do patégeno nas sementes, mas nao foram constatadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos (Tabela 18).

O principal método de disseminacdo da antracnose sdo as sementes, por isso a
realizacdo de testes de sanidade, como o método de incubacdo em rolo de papel, é de extrema
importancia. Montemor et al. (2012) testaram sementes de diferentes lotes de feijédo tipo preto
do Estado de Santa Catarina e observaram alta incidéncia de C. lindemuthianum. Os autores
sugerem adocdo de medidas de controle visando reduzir a incidéncia do patdgeno nas sementes.
TABELA 18 - Incidéncia (%) de Colletotrichum lindemuthianum em sementes apds teste de patologia em fungéo

da aplicagdo dos produtos em plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivar IPR Tuiuid em

condicBes de campo, em duas épocas de semeadura, safra 2020/2021. Fazenda Xaxim, Teixeira
Soares — PR, 2022.

INCIDENCIA

TRATAMENTO PRIMEIRA EPOCA SEGUNDA EPOCA
Trichoderma asperellum 0,50ns 8,00™
Trichoderma endophyticum 0,00 11,00
Trichoderma harzianum 0,00 8,00
Trichoderma lentiforme 0,00 6,50
Trichoderma koningiopsis 0,00 11,50
Trichoderma tomentosum 0,50 9,00
Trichoderma viride 0,00 7,00
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 0,00 7,50
Hidroxido de fentina (Mertin®) 0,00 6,50
Controle 0,00 7,00
C.V. (%) 26,51 23,99

Fonte: A autora.

Notas: (*) Dados originais, para analise foram transformados em /(x + 0,5)/100.
NS = ndo significativo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
C.V.= coeficiente de variacdo.

5.5 FASEOLINA

As plantas produzem metabdlitos secundarios para a autodefesa e entre eles temos as

fitoalexinas [fiton = planta/alexina = repelente], que sdo compostos fendlicos capazes de inibir
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0S microrganismos que atacam as plantas e ndo sdo encontrados em plantas saudaveis, uma vez
que sdo sintetizados apds infec¢do, lesdo ou por estimulos de algumas secre¢des fungicas (TAIZ
etal., 2017).

As fitoalexinas mais estudadas sdo as deoxiantocianidinas em sorgo, gliceolina em
soja e a faseolina em feijdo (SOLINO et al., 2017; TELAXKA et al., 2018), que geralmente
estdo relacionadas com a redugéo na severidade de doengas em plantas.

A quantificacdo de faseolina apos aplicacdo dos tratamentos demonstrou que foram
observadas diferencas estatisticas para as cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero (Tabela
19).

Para a cultivar IPR Tuiuill a maior quantificacdo da faseolina, expressa em unidades
de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g fw™), foi observada para o tratamento que
recebeu aplicacéo do isolado T. tomentosum (0,67 ABS g fw!) com diferenca significativa dos
demais (Tabela 19). A segunda melhor quantificacdo foi observada para o isolado T. viride,
seguido pelo fungicida hidréxido de fentina, ASM e os demais tratamentos foram
estatisticamente iguais ao controle.

TABELA 19 - Acimulo de faseolina em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS g fw™), em

hipocdtilos de feijao (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero, em fungéo
da aplicacdo dos produtos em condicdes de laboratdrio. Ponta Grossa — PR, 2022.

FASEOLINA

TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 0,38 e* 0,38 f
Trichoderma endophyticum 0,36 e 0,42d
Trichoderma harzianum 0,38 e 0,44c
Trichoderma lentiforme 0,39¢e 0,47b
Trichoderma koningiopsis 0,4le 0,369
Trichoderma tomentosum 0,67 a 0,62 a
Trichoderma viride 0,60 b 0,61 a
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 0,44 d 0,38 f
Hidréxido de fentina (Mertin®) 047c 041le
Controle 0,40¢e 0,359
C.V. (%) 5,06 2,81

Fonte: A autora.
Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

C.V.= coeficiente de variacdo.

Dados semelhantes foram observados para a cultivar IPR Quero-Quero (Tabela 19),

com as maiores quantificagdes de faseolina observadas para os tratamentos T. tomentosume T.
viride (0,62 e 0,61 ABS g fw!, respectivamente). Todos os isolados de Trichoderma, o indutor
de resisténcia ASM e o fungicida hidroxido de fentina foram eficientes para aumentar a

producdo de faseolina quando comparados ao controle (Tabela 19).
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Dildey (2017) utilizou a espécie T. longibrachiatum em diferentes formas e concluiu
que elas foram capazes de induzir a sintese de faseolina e a atividade enzimatica de peroxidase,
polifenoloxidase e f-1,3 glucanase.

Algumas espécies de fungos saprofitos possuem moléculas capazes de aumentar o
acumulo de faseolina em plantulas de feijao (SOLINO et al., 2017). Os mesmos autores
utilizaram diferentes fungos sapréfitas em concentragfes variadas e notaram que houve
aumento médio de 8,5 vezes na concentracdo de faseolina nos hipocotilos de feijao comparados
ao controle e 1,76 vezes maior que a aplicacdo de acibenzolar-S-metilico.

Esses dados corroboram com os obtidos neste estudo, em que a aplicacdo das espécies
T. tomentosum e T. viride apresentaram acumulo de fitoalexina superior ao controle e a0 ASM
para ambas cultivares testadas (Tabela 19).

Fitoalexinas sdo produtos naturais de baixo peso molecular que séo sintetizados pelas
células das plantas em resposta a infecgdes microbianas, com a habilidade de interferir no
desenvolvimento do patégeno (POZZA JUNIOR et al., 2021). Atualmente, a importancia das
fitoalexinas em uma interacdo de defesa planta-patdogeno também é reconhecida como um
produto quimico natural para mediar as interacdes dos organismos (KOMIVES, KIRALY,
2019).

As infeccBes microbianas que resultam no acimulo de fitoalexinas podem partir de
microrganismos ndo patogénicos, como € o caso de Trichoderma spp. Esses fungos
desencadeiam o acumulo de fitoalexinas, faseolina no caso deste estudo, e fazem com que
planta j& tenha niveis altos de metabdlitos e se autodefenda de microrganismos patogénicos

mais rapidamente.

5.6 ANALISE ENZIMATICA

5.6.1 Peroxidase de guaiacol (E.C. 1.11.1.7)

A peroxidase é uma enzima importante nas plantas e esta veiculada em diversas
ligacGes, como ligacbes de polissacarideos, oxidacdo do acido indol-3-acetico, ligagdes de
mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidagdo de fendis, defesa de patdgenos,
regulacdo na elongacdo de células e outras (CAMPOS et al., 2004).

Esta € a principal enzima produtora de H2O2 em cultura de células do feijdo e esta
localizada no apoplasto ou parede celular dos vegetais. Além de precursora de H>O2, a

peroxidase € classificada como PR-proteina (proteina relacionada a patogénese) e associada
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com a lignificagdo e reforco da parede celular (O’BRIEN et al., 2012; CAMEJO; GUZMAN-
CEDENO; MORENO, 2016).

A quantificacdo de peroxidase de guaiacol foi realizada de duas formas, apenas com o
tratamento das sementes (Tabela 1) e coleta das folhas das plantulas sete dias apds o tratamento
e com a inoculacdo das plantulas sete dias apds a semeadura com o fungo C. lindemuthianum.

Constatou-se que a aplicagéo dos isolados T. asperellum, T. endophyticum e do indutor
ASM resultaram em reducéo nos indices de peroxidase de guaiacol nas folhas das plantulas sete
dias apds o tratamento das sementes, uma vez que esses tratamentos tiveram acimulo menor
do que o tratamento controle para a cultivar IPR Tuiuil (Tabela 20).

Os maiores acumulos foram observados nos tratamentos que receberam a aplicacéo
dos isolados T. harzianum, T. lentiforme, T. koningiopsis, T. tomentosum e T. viride, que ndo
diferiram estatisticamente do controle (Tabela 20). Para a cultivar IPR Quero-Quero ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos para esta coleta.

TABELA 20 - Acimulo de peroxidase de guaiacol expressa em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(ABS g fwt), em folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero,
sete dias ap6s o tratamento de sementes com produtos. Ponta Grossa — PR, 2022.

PEROXIDASE
TRATAMENTO IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 32,83 b* 60,68
Trichoderma endophyticum 15,55b 59,80
Trichoderma harzianum 52,15a 65,73
Trichoderma lentiforme 72,98 a 68,45
Trichoderma koningiopsis 63,55 a 76,90
Trichoderma tomentosum 75,50 a 63,25
Trichoderma viride 61,73 a 76,45
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 33,15b 70,55
Hidréxido de fentina (Mertin®) 78,38 a 70,65
Controle 75,15a 80,05
C.V. (%) 36,17 18,26

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variagdo.

Dildey et al. (2016) quantificaram a atividade de enzimas apos tratamento de sementes
de feijdo (cultivar IAPAR 81) com 21 diferentes isolados de Trichoderma, entre eles as espécies
T. harzianum e T. koningiopsis, e 30 dias ap6s a emergéncia da cultura ndo foram observadas
diferencas entre os isolados e o tratamento controle para a atividade da peroxidase. Mesmo sem
diferencas estatisticas entre os isolados, 0s autores observaram uma tendéncia de supressédo
pelos isolados TM1, TM4, TLB15 (T. virens), TOD2A (T. longibrachiatum) e TOD3 (T.

harzianum) na expressdo da atividade da peroxidase no tecido foliar de plantas de feijdo, em
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relagcdo ao controle. O mesmo resultado pode ser observado neste trabalho, no qual a maioria
os isolados utilizados resultou em atividade enzimética inferior ao controle (Tabela 20).

A aplicacdo de Trichoderma spp. € uma alternativa para aumento enzimatico em varias
culturas. O tratamento de plantas de alface com suspenséo de esporos de T. asperellum T1
induziu as enzimas relacionadas a defesa, como peroxidase, polifenoloxidase, f-1,3-glucanase
e quitinase. As atividades dessas enzimas foram maiores as 24 e 48 horas apés aplicacéo foliar
do que no tratamento controle (BAIYEEA; ITO; SUNPAPAO, 2019)

Ap0s aplicacao do indutor em folhas de feijédo, cultivar BRS Majestoso em condicGes
de casa de vegetacdo, Gadaga et al. (2017) relataram que a atividade da peroxidase teve seu
apice aos seis dias apos a aplicacdo, com expressdo média de 40 UA (min™t mg? proteina),
superior ao tratamento controle que em média 17 UA (min? mg? proteina). Esses dados
contrariam aos obtidos neste trabalho uma vez que a expressdo da peroxidase no tratamento
controle foi superior ao tratamento com acibenzolar-S-metilico via sementes.

Para o experimento em que houve inoculagdo das plantulas com C. lindemuthianum
sete dias ap6s tratamento das sementes foram feitas coletas em dois momentos: 24 e 48 horas
apos a inoculacdo. Para a cultivar IPR Tuiuiu, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre

0s tratamentos para ambos os momentos de coleta (Tabela 21).

TABELA 21 - Acimulo de peroxidase de guaiacol expressa em unidades de absorbancia por grama de peso fresco
(ABS g fw!), em folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuil e IPR Quero-Quero,
sete dias apos tratamento de sementes, 24 e 48 horas ap0s inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum. Ponta Grossa — PR, 2022.

IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO

TRATAMENTO 24 HORAS 48 HORAS 24 HORAS 48 HORAS
Trichoderma asperellum 61,38"™ 65,35" 53,85 b* 74,15b
Trichoderma endophyticum 60,90 54,35 69,63 a 74,30 b
Trichoderma harzianum 48,35 51,73 59,93 a 98,15a
Trichoderma lentiforme 72,78 63,28 2490 c 61,58 b
Trichoderma koningiopsis 40,48 66,25 51,80 b 86,90 a
Trichoderma tomentosum 91,20 85,90 72,80 a 94,18 a
Trichoderma viride 95,08 84,43 74,85a 98,15a
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 57,25 83,50 52,08 b 85,08 a
Hidréxido de fentina (Mertin®) 52,95 93,75 44,33 b 95,13 a
Controle 55,03 73,55 54,93 b 102,73 a
C.V. (%) 42,20 41,37 19,22 14,39

Fonte: A autora.

Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variaco.

O acumulo de peroxidase de guaiacol 24 horas apos a inoculagdo das plantulas da
cultivar IPR Quero-Quero com C. lindemuthianum foi afetado e houve diferencas estatisticas

entre os tratamentos (Tabela 21). Os maiores acimulos em unidades de absorbancia foram
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detectados com o tratamento das sementes com os isolados T. endophyticum, T. harzianum, T.
tomentosum e T. viride. Os isolados T. asperellum e T. koningiopsis foram iguais
estatisticamente ao uso de ASM, fungicida e ao controle. O tratamento que apresentou menor
expressao foi T. lentiforme.

Na coleta realizada 48 horas apds a inoculagcdo, os maiores acumulos foram verificados
nos tratamentos com os isolados T. harzianum, T. koningiopsis, T. tomentosum, T. viride, ASM
e fungicida, os quais foram estatisticamente iguais ao tratamento controle (Tabela 22).

A quantificacdo da peroxidase também foi afetada apds a inoculacédo de plantas de
feijdo com C. lindemuthianum como relataram Gadaga et al. (2017). A inoculagdo ocorreu sete
dias apds o tratamento das folhas com produtos alternativos e foi observado que a expresséo da
enzima foi maior 24 horas ap0s a inoculagdo com o patégeno, com aumento expressivo e pico
no 10° dia e decréscimo até o 17° dia.

Essas coletas demonstram que houve aumento no acimulo de peroxidase de guaiacol
com o passar das horas e isso provavelmente estd atrelado ao fato de que o patégeno C.
lindemuthianum iniciou o processo de infeccao das folhas e, em resposta, as plantas iniciaram
0 processo de defesa. Observou-se que o acimulo de peroxidase de guaiacol 48 horas apds a
inoculacdo foi mais expressivo para a cultivar IPR Quero-Quero do que para a IPR Tuiuil
(Tabela 21).

A utilizacdo de Trichoderma spp. em tratamento de sementes e quantificacdo
enzimatica esta cada vez mais comum. Arellano et al. (2021) testaram T. atroviride em
tratamento de sementes de azevém (Lolium multiflorum L.) e verificaram que tal aplicacdo
resultou em aumento na atividade da peroxidase (15%) em comparacdo ao controle. Quando
houve inoculacdo das plantulas com Pyricularia oryzae (Cavara), foi observado um pico na
atividade enzimatica 48 horas apds inoculacdo com posterior queda e constancia até 96 horas
apos.

Kumar et al. (2021) afirmam que a atividade da peroxidase foi aumentada nas plantulas
de feijdo que receberam aplicacdo foliar com T. viride e T. erinaceum e inoculagdo com S.
sclerotiorum em relacdo ao controle. A atividade enzimética foi aumentada em 24 horas, atingiu
valor maximo em 48 horas e diminuiu ligeiramente. A atividade da peroxidase foi 116,25%
maior para aplicagdes com T. viride de forma isolada e de 115% para aplicacdo conjunta das
duas espécies de Trichoderma em relagéo ao controle.

Siqueira et al. (2019) relataram aumento gradativo da atividade da peroxidase apds
tratamento foliar com diferentes doses de acibenzolar-S-metilico e inoculagdo com C.

lindemuthianum em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), sugerindo aumento na
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resisténcia induzida. Este tipo de inducéo juntamente com outras medidas de controle, utilizadas
tradicionalmente, constituem manejo de doencas adequado focado na redugdo de danos e custos

causados por patdgenos.

5.6.2 Polifenoloxidase (EC 1.10.3.2)

Varios mecanismos de defesa nas plantas podem ser ativados em resposta a estimulos
externos e um deles é a ativacdo de enzimas como a polifenoloxidase (STANGARLIN et al.,
2011).

A importancia da atividade desta enzima na resisténcia a doencas provavelmente
decorre de sua propriedade de oxidar fen6is em quinonas, que sdo mais toxicas aos
microrganismos do que os fendis originais. E coerente supor que 0 aumento na atividade da
polifenoloxidase resultara em concentragdes maiores de produtos tdxicos e, assim, em maiores
graus de resisténcia as doencas (AGRIOS, 2005a).

Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas no acumulo de
polifenoloxidase nas folhas para a cultivar IPR Tuiuiu sete dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos
nas sementes (Tabela 22). Para a cultivar IPR Quero-Quero a aplicagdo dos tratamentos resultou
em acumulo estatisticamente inferior ao controle, ou seja, o uso dos isolados de Trichoderma,
ASM e fungicida reduziram o acimulo da enzima em questao.

TABELA 22 - Acimulo de polifenoloxidase expressa em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS
g fw1), em folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiui( e IPR Quero-Quero, sete

dias ap0s o tratamento de sementes com produtos. Ponta Grossa — PR, 2022.
TRATAMENTO POLIFENOLOXIDASE

IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
Trichoderma asperellum 1,13 0,58 b*
Trichoderma endophyticum 3,88 1,88b
Trichoderma harzianum 1,18 0,70b
Trichoderma lentiforme 0,60 1,33b
Trichoderma koningiopsis 1,15 155b
Trichoderma tomentosum 1,20 1,65b
Trichoderma viride 0,65 1,48 b
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 2,90 1,30b
Hidréxido de fentina (Mertin®) 0,90 1,35b
Controle 2,80 8,13 a
C.V. (%) 38,10 40,28

Fonte: A autora.
Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para analise foram transformados em /x + 0,5.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variacéo.
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Ao utilizar diferentes isolados de Trichoderma em feijdo, Dildey et al. (2016) ndo
encontraram diferencas significativas entre os tratamentos utilizados, mas alguns isolados de T.
virens, T. longibrachiatum e T. harzianum apresentaram tendéncia de supressdo da atividade
enzimatica em comparagdo ao controle tanto na analise foliar quanto na de tecido radicular.
Resultados similares foram observados, uma vez que todos os isolados de Trichoderma
suprimiram a atividade da polifenoloxidase.

Ao contrario, Kumar et al. (2021) afirmam que a aplicacdo conjunta de T. viride e T.
erinaceum resultou em atividade da polifenoloxidase 117,78% maior em plantulas de feijao
quando comparado ao tratamento controle.

O uso de Trichoderma spp. pode modular as respostas nas plantas desencadeando
maultiplas vias de defesa, aumentando a resisténcia e prevenindo a supressdo de genes de defesa.
A aplicacdo foliar de Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier aumentou significativamente
parametros de crescimento de plantas de tomate, aumentou a taxa de clorofila e reduziu o
acumulo de TMV (Tobacco mosaic virus) nos tecidos atacados. Além dessas alteracdes,
Abdelkhalek et al. (2022) afirmam que houve reducdo de marcadores de estresse oxidativo
(malondialdeido e H202) e elevagdo na atividade de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutase, catalase e polifenoloxidase).

Trichoderma sp. demonstrou efeito inibitério no crescimento e sobrevivéncia de
Ralstonia spp. em plantas de tomate, efeitos atribuidos a secrecéo de varios compostos como
lisozima, viridiofungina e trichoconina (YAN; KHAN, 2021). Além disso, um exemplo é a
inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum (Smith) com a aplicacdo de T. asperellum
com reducdo na incidéncia da doenga com a concomitante melhora no crescimento e
desenvolvimento das plantas de tomate. Tal resultado foi alcancado devido a inducdo maxima
da atividade de enzimas de defesa, como peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-
liase nas plantas (KONAPPA et al., 2018).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas para o acimulo de polifenoloxidase sete
dias apds a aplicacdo dos tratamentos nas sementes e 24 horas ap0s a inoculacéo das plantulas
da cultivar IPR Tuiuit com C. lindemuthianum (Tabela 23). Ao contrario, diferencas foram
observadas 48 horas ap0s a inoculac¢do, onde os maiores indices ocorreram para a aplicacédo do
isolado T. viride (Tabela 23).

A quantificagéo de polifenoloxidase para a cultivar IPR Quero-Quero 24 horas apos a
inoculagéo, foi maior quando houve aplicagdo dos isolados T. asperellum, T. harzianum e T.
koningiopsis, os quais foram superiores aos demais tratamentos (Tabela 23). Para a

quantificacdo de 48 horas, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos.
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TABELA 23 - Actimulo de polifenoloxidase expressa em unidades de absorbancia por grama de peso fresco (ABS
g fw?), em folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris), cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero, sete
dias ap6s tratamento de sementes, 24 e 48 horas apds inoculagdo com Colletotrichum
lindemuthianum. Ponta Grossa — PR, 2022.

IPR TUIUIU IPR QUERO-QUERO
TRATAMENTO 24 HORAS 48 HORAS 24 HORAS 48 HORAS
Trichoderma asperellum 4,70m 1,93 b* 4,35 a 6,95"
Trichoderma endophyticum 1,85 1,68b 1,85hb 13,88
Trichoderma harzianum 1,58 3,33b 3,53a 2,83
Trichoderma lentiforme 1,33 1,58b 1,30b 6,30
Trichoderma koningiopsis 1,38 2,33b 3,08 a 2,18
Trichoderma tomentosum 0,73 1,30b 0,73 b 1,68
Trichoderma viride 0,50 6,18 a 0,43b 1,38
Acibenzolar-S-Metilico (Bion®) 2,70 1,48 b 1,00 b 2,50
Hidréxido de fentina (Mertin®) 1,33 1,53b 1,43b 1,00
Controle 1,60 2,43 b 0,68 b 2,80
C.V. (%) 38,02 30,03 36,58 59,50

Fonte: A autora.
Notas: (*) Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
Dados originais, para analise foram transformados em y/x + 0,5.
NS = ndo significativo.
C.V.= coeficiente de variacéo.

O composto acibenzolar-S-metilico é conhecido como analogo funcional ao acido
salicilico e tem capacidade de induzir mecanismos de resposta nas plantas. Observou-se que
composto nédo resultou em atividade significativa da enzima polifenoloxidase e que para
algumas coletas a expressdo enzimatica foi maior quando houve aplicagéo de alguma espécie
de Trichoderma (Tabelas 22 e 23).

Oliveiraet al. (2019) verificaram que a aplicacdo foliar de ASM em feijdo néo resultou
em aumento significativo na expresséo da polifenoloxidase com resultados iguais ao tratamento
controle. As maiores expressdes foram observadas nos tratamentos que receberam aplicagéo de
diferentes taxas do extrato aquoso de Lentinula edodes (Berk.) Pegler. A dose de 20% aumentou
0s niveis enzimaticos de polifenoloxidase, catalase e peroxidase, 0s quais compensaram 0
estresse causado pelo ataque de C. lindemuthianum aumentando assim a produtividade.

Os mecanismos de defesa das plantas sdo formados por alteracBes metabdlicas
referentes as mudancas na atividade, ativacdo e otimizacdo de enzimas-chaves e nos seus
metabolitos (priméarios e secundarios). Com isso, peroxidase e polifenoloxidase possuem
importante papel nas vias de defesa, dado que, a atividade dessas enzimas induzidas por agentes

abioticos ou bioticos é ampliada e continua no tecido vegetal (CAMPOS et al., 2004).
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6 CONCLUSAO

O uso de Trichoderma spp. pode ser uma alternativa viavel para reduzir a severidade
de C. lindemuthianum em folhas de feijdo das cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero em
casa de vegetacao.

O experimento de folha destacada demonstrou que a utilizagdo de Trichoderma spp. é
eficaz para controlar a antracnose em feijdo, mas que ndo houve inducdo de resisténcia
sistémica.

O uso de Trichoderma spp. pode ser uma alternativa vidvel para o controle de C.
lindemuthianum em sementes de feijdo das cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero em casa
de vegetacdo.

O uso de Trichoderma spp. para controle de antracnose pode resultar em eficiéncia
igual ou superior aquela obtida com o uso de fungicidas ou outros produtos quimicos em
condicGes de campo.

Houve menor incidéncia de C. lindemuthianum em sementes oriundas das plantas que
receberam aplicacdo de algum tratamento foliar nos experimentos de campo em todas as safras
e em todas as localidades.

A aplicacdo de Trichoderma spp. ndo aumentou os niveis de peroxidase de guaiacol e
polifenoloxidase nas plantulas para a cultivar IPR Tuiuil via tratamento de sementes.

A aplicacdo de Trichoderma spp. ndo resultou em aumento nos niveis de peroxidase
de guaiacol e polifenoloxidase na cultivar IPR Quero-Quero via tratamento de sementes, mas
quando houve a presenca de C. lindemuthianum algumas espécies se destacaram para aumento

da atividade enzimatica.
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ANEXO A - Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus

vulgaris), cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero em campo, safra 2019/2020. Fazenda Escola
Capéo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.
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ANEXO B - Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris), cultivares IPR Tuiuitl e IPR Quero-Quero em campo, em fungdo do tempo, safra
2020/2021. Fazenda Escola Capdo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.
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ANEXO C — Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris), cultivares IPR Tuiuit e IPR Quero-Quero em campo, em funcdo do tempo, safra
2021/2022. Fazenda Escola Capdo da Onca. Ponta Grossa — PR, 2022.
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ANEXO D - Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus
vulgaris), cultivar IPR Tuiuid em campo, em funcdo do tempo, safra 2019/2020. Unidade
Demonstrativa Experimental Oscar Rickli. Prudentépolis — PR, 2022.
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ANEXO E - Severidade (%) da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) em plantas de feijdo (Phaseolus

vulgaris), cultivar IPR TuiuiG em campo, em funcéo do tempo, safra 2020/2021. Fazenda Xaxim,
Teixeira Soares — PR, 2022.
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ANEXO F - Temperatura méxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipitacdo (mm) no periodo de
mar¢o/2019 a dezembro/2019. Ponta Grossa — PR.
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Fonte: Tsukahara et al. (2022).
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ANEXO G - Temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipitagdo (mm) no periodo de
janeiro/2020 a dezembro/2020. Ponta Grossa — PR.
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ANEXO H - Temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipita¢do (mm) no periodo de
janeiro/2021 a dezembro/2021. Ponta Grossa — PR.
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ANEXO | - Temperatura méxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipitagdo (mm) no periodo de
janeiro/2022 a margo/2022. Ponta Grossa — PR.
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ANEXO J - Temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C), temperatura média (°C), umidade relativa (%), velocidade do vento (m/s) e precipitagdo (mm) no periodo de
setembro/2020 a abril/2021. Teixeira Soares — PR.
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