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Resumo

Fungos do género Trichoderma sao amplamente distribuidos pelo seu habito cosmopolita, e vém sendo empregados
como excelentes biopesticidas de fitopatégenos nas principais culturas comerciais. A coleta e uso de isolados em lavou-
ras comerciais podem ser uma eficiente estratégia de controle devido a estas populagoes serem naturalmente adaptadas
ao ambiente local e especificamente agressivas sobre comunidades de patégenos presentes naquela area agricola. Por
isso, nosso trabalho teve por objetivo demonstrar uma técnica simples de isolamento de Trichoderma no campo, pas-
sivel de ser reproduzida por agricultores. A metodologia foi baseada na captura de fungos do solo através de iscas de
cana-de-aglicar em areas com cultivo de soja e de cana-de-aglicar com histérico de doencas radiculares. Foi realizada a
selecao de coldnias apés |15 dias das iscas terem sido colocadas em camara Umida em condicdes on farm, e entio feita
repicagem posterior em novas iscas para possibilitar a purificagdo das coldnias capturadas. Os resultados apresentam
essa nova técnica e os cuidados observados no processo de isolamento até a obtencao dos isolados alvo de Trichoder-
ma. Colénias foram obtidas nesta pesquisa a partir da coleta simultdnea em lavouras nos municipios de Mineiros/GO
e Mamanguape/PB. Os resultados atestam a efetividade do método descrito como uma ferramenta com potencial de
auxiliar os agricultores na producao on farm desse fungo.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Isca. Método de Captura
Abstract

Isolation on farm of Trichoderma: a tool to control soil diseases for farmers in Brazil

Fungi of the genus Trichoderma are widely distributed by their cosmopolitan habit, and have been used as excellent
biopesticides in the main commercial crops. The collection and use of isolates in commercial crops can be an efficient
control strategy because these populations are naturally adapted to the local environment and specifically aggressive
to communities of pathogens present in that agricultural area. Therefore, our work aimed to demonstrate a simple
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technique of isolation of Trichoderma in the field that can be reproduced by farmers. The methodology was based
on the capture of fungi from the soil through sugarcane baits in areas with soybean and sugarcane cultivation with a
history of root diseases. The colonies were selected after 15 days of the baits being placed in a humid chamber under
on-farm conditions, and then later by passing into new baits to enable the purification of the captured colonies. The
results present this new technique and the care observed in the isolation process until obtaining the target isolates of
Trichoderma. Colonies were obtained in this research from the simultaneous collection in crops in the municipalities
of Mineiros/GO and Mamanguape/PB.The results attest to the effectiveness of the method described as a tool with the
potential to assist farmers in the on farm production of this fungus.

Keywords: Biological control. Bait. Capture method

Introducao

O aumento da populacdo mundial e as mudancgas climaticas representam um desafio para a producio
agricola global. Ha uma necessidade de intensificar a producao agricola de maneira sustentavel e encontrar
solucdes para combater o estresse abiético, patégenos e pragas. As plantas estao associadas a microbiomas
complexos, estes podem ser definidos como o conjunto de genes encontrados de maneira associada aos
organismos que colonizam um determinado ambiente (BOON et al., 2014; MURILLO-CUEVAS et al., 2019).

O microbioma tem potencial para promover o crescimento das plantas e a tolerancia do organismo vegetal
ao parasitismo de fitopatégenos, podendo representar uma solucao sustentavel promissora para melhorar a
producao agricola. Entre os diversos microrganismos encontrados naturalmente no solo os fungos do género
Trichoderma sao reconhecidamente os mais estudados e os que mais tém sido utilizados como principio ativo
de biofungicidas (BETTIOL e MORANDI, 2009; Woo et al., 2014; KARAOGLU et al., 2018; ALEKSEEVA et
al., 2019). Esses fungos sao relevantes pelas caracteristicas que os favorecem em termos de sobrevivéncia no
ambiente, tais como: serem sapréfitas e apresentarem rapidez na colonizagao de substratos, com exigéncias
nutricionais minimas; além de produzirem estruturas de resisténcia para sobreviverem a adversidades do
ambiente. No geral, o uso de Trichoderma favorece o controle de patégenos do solo, como: Rhizoctonia,
Pythium, Sclerotinia e nematoides (LOUZADA et al., 2009). Porém sao atualmente comercializados como
biopesticidas, biofertilizantes, promotores de crescimento e estimulantes da resisténcia natural.

O Brasil tem um vasto potencial para producio e uso de biopesticidas, no entanto, dentre os aspectos
que justificam a baixa exploracao desse setor, esta a limitada disponibilidade de produtos comerciais a base de
Trichoderma legalmente registrados no Ministério da agricultura pecuaria e abastecimento - MAPA (AGROFIT,
2019). Nao obstante nos Ultimos anos normativas legais tenham promovido uma diferenciacio mais ampla
desses produtos em relagdo aos quimicos convencionais, permanecem limitagcdes importantes como: a baixa
efetividade de alguns produtos, o uso de produtos em subdoses e isolados com pouca adaptagao a diferentes
agroecossistemas (JORGE et al., 2017). Por fim, a legislagdo nacional para registro de produtos bioldgicos difi-
culta o estabelecimento de pequenas biofabricas no mercado, o que reduz a diversidade da oferta de produtos.

Um exemplo dessa limitacao pode ser ilustrado no caso do estado do Rio Grande do Sul, onde foi inau-
gurada uma biofabrica de Trichogramma sp. pela EMATER/RS - Ascar e secretaria de desenvolvimento rural
pesca e cooperativismo — SDR, em parceria com a Embrapa milho e sorgo de Sete Lagoas-MG (EMATER/
RS - ASCAR, 2015), e que permanece fechada em 2019 pelo érgao de fiscalizacao responsavel. Importante
ressaltar que biopesticidas sio especificos de pragas alvo e, por isso, presume-se que sejam relativamente se-
guros para organismos “nao alvos”, incluindo humanos. No entanto, no Brasil, a legislacdo de registro requer
os dados sobre quimica, bioeficacia, toxicidade e embalagem e rotulagem, sendo o biolégico enquadrado na
mesma legislacio dos agrotéxicos, dada pela lei federal 7.802/1989. Diante desse cenario pouco favoravel ao
uso de produtos biolégicos faz-se necessario desenvolver e promover tecnologias sociais que possam am-
pliar o acesso e o uso de agentes biolégicos nas lavouras brasileiras. Os processos e resultados associados a
conservacio de biodiversidade local em centros de producao agricola sio complexos e a causalidade nesses
processos ndo é clara nem ébvia (BELLONA et al., 2015). Por isso, objetivou-se com esse trabalho testar
o uso de metodologia de isolamento de espécies nativas de Trichoderma na fazenda,a partir do estudo de
praticas de micologia laboratorialdo centro de pesquisas do cacau — CEPLAC, para obter de forma simples
e sistémica, isolados locais de Trichoderma que potencialmente contribuam na reconstrucao metabdlica do
préprio microbioma de onde foi isolado.
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O objetivo do presente trabalho é experimentar uma metodologia de isolamento do fungo Trichoderma
sp. em condicbes de campo em duas diferentes regides do Brasil.

Material e Métodos

Os trabalhos foram conduzidos entre 8 de abril a 17 de junho de 2018 em dois agroecossistemas distintos,
localizados em duas diferentes regides brasileiras: na regiao centro-oeste na fazenda Sélia, situada no municipio
de Mineiros, estado de Goias; e na regiao nordeste na estacio experimental do Camaratuba, pertencente a
associacao de plantadores de cana da Paraiba - Asplan, no municipio de Mamanguape, estado da Paraiba.

Durante o periodo em que foi realizado o experimento as médias de temperaturas em Mineiros foram
de: minima 19°C e maxima 27°C; e em Mamanguape: minima 22°C e maxima 30°C. A area experimental do
estado de Goias é cultivada com monocultura de soja convencional em sucessao com milho hibrido safrinha
ha mais de 20 anos. O tamanho do talhao utilizado para experimentagao tem um total de 53 hectares e
coordenadas de georreferenciamento (GPS) 17°57°27.7”S 53°00’18.2”W. A area apresentou incidéncia de
Fusarium sp. e Macrophomina sp. na safra de 2017/2018, imediatamente anterior a safra de realizacao do
experimento. Em nove de abril de 2018, 25 iscas foram posicionadas no solo do talhdo de forma aleatéria,
estando a soja entre os estadios fenolégicos V4 e R1 (Figura 1A).

A area experimental estabelecida no municipio de Mamanguape insere-se em uma regiao com
predominancia de monoculturas de cana-de-agticar em grandes propriedades. O talhdo experimental localiza-
se nas coordenadas de GPS 6° 33’ 3968”S, 35° 8’5,21”0, perfazendo area total de trés hectares. A area foi
escolhida por ter apresentado alta infestacdo de nematoide das galhas na safra de 2016/2017, imediatamente
anterior a safra de realizagdo do experimento. Em 23 de abril de 2018, dez iscas foram colocadas de forma
aleatéria no talhdo, estando a cultura entre os estadios fenolégicos V3 e V4 (Figura |IB).

Figura I.

Colocacéo das iscas (toletes de cana-de-
aglcar) para captura de Trichoderma sp. em
abril de 2018 em duas areas de cultivo: A) soja
em Mineiros — GO; e B) cana-de-aglicar em
Mamanguape — PB.

Fonte: Autor (2018)

Nos dois locais de coleta a metodologia de captura a campo e isolamento foi sempre a mesma, empregou-
se como isca toletes de cana-de-aglcar com medidas de comprimento entre 20 e 30 cm, cortados ao meio

verticalmente (Figura 2A) e colocados de forma que a parte interna do tolete ficasse voltada para o solo
(Figuras 2B e 2C).

Figura 2.

Toletes de cana-de-aglcar cortados

ao meio para serem utilizados como
isca na lavoura: A) toletes antes de
irem para a lavoura; B e C) detalhes da
colocacao do tolete com a face interna
do corte voltada para o solo.

Fonte: Autor (2018)
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Sete dias ap0s a colocagao das iscas no campo elas foram trazidas para o prédio da fazenda (Figura 3A),
e acondicionadas em camaras Umidas (Figura 3B) com a finalidade de estimular o crescimento e esporulaciao
do Trichoderma capturado nos toletes. As camaras Umidas foram confeccionadas com recipientes plasticos
tapados e papeis toalha previamente umedecidos e colocados no fundo destes. Dentro das camaras foram
depositados os toletes trazidos do campo apds periodo de sete dias em contato com o solo da lavoura.

Figura3.

Incubacdo das iscas trazidas
da lavoura para instalagées da
fazenda: A) iscas de cana-de-
agUcar retiradas do campo
ap6s periodo de sete dias em
contato com o solo da lavoura;
B) camaras imidas adaptadas
em recipientes plasticos
onde foram colocados papeis
toalha no fundo previamente

Fonte: Autor (2018) umedecidos.

Os toletes permaneceram em camara Umida por sete dias em condicdes de temperatura ambiente
em local aerado, tendo sido observado a cada dois dias a umidade do papel toalha para verificacdo de
necessidade de reposicao de agua. Apés esse periodo, fungos com coloracao esverdeada foram “pescados”
ou re-isolados em um novo tolete de cana lavado com agua filtrada e nao clorada; as inoculagées foram feitas
com o auxilio de palitos de dente descartaveis autoclavados, constituindo assim um subcultivo destes. Esses
toletes oriundos de reinoculacao foram acondicionados em novas cdmaras Umidas em idénticas condi¢c6es do
processo inicial até manifestarem um crescimento maior do fungo nos toletes.

Durante o processo de crescimento em condigdes ambiente, os toletes subcultivados foram monitorados
até manifestarem um amplo crescimento das col6nias selecionadas. Apds periodo médio de |5 dias, toletes
com col6nias bem formadas foram avaliados pelos autores nas instalacdes da fazenda Sélia e no laboratério de
controle bioldgico da estacdo experimental do Camaratuba. Essa etapa tevecomo objetivo identificara nivel
microscépico o género Trichoderma e quantificar o nimero total de conidios por tolete segundo metodologia
para avaliacao de produtos biolégicos a base de Trichoderma spp. (PINTO et al., 201 |). Para este fim os isolados
foram multiplicados e armazenados em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) na geladeira a 4°C.

Resultados e Discussoes

Ap6s as iscas terem sido posicionadas por sete dias no solo das lavouras, estas apresentaram um aspecto
escurecido e ressecado como mostrado nas Figuras 4A (fazenda Sélia) e 4B (estacdo experimental do
Camaratuba). Esse aspecto pode ser explicado pela da acado de decomposicao de microrganismos do solo e da
perda de umidade dada a situacao de exposicao a condicoes climaticas de temperaturas médio-altas do periodo.

" \

Figura 4.

Toletes de cana empregados como iscas coletados apds

sete dias no campo na safra 2017/2018: A) em cultura de soja
na fazenda Sélia; B) em cultura de cana-de-aglcar na estagiao
experimental do Camaratuba.

Fonte: Autor (2018)
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Quando as iscas foram coletadas e colocadas em camara imida (Figura5A), foi possivel observar apos sete
dias o inicio do crescimento aparente de col6nias de Trichodermasp. e outros fungos (figura 5B), facilitando
assim a realizacao da repicagem ou isolamento do fungo em novos toletes.

. Figura 5.

| . Crescimento aparente de col6nias de Trichoderma sp. na
estagdo experimental do Camaratuba, safra 2017/2018:
A) toletes iscas coletados na lavoura apés periodo de sete
dias no campo, incubados em camaras imidas;
e B) crescimento flingico sobre tolete isca coletado
no campo, ap6s periodo de incubacido de sete dias em
temperatura ambiente nas instalagdes da estacao.

Fonte: Autor (2018).

O éxito da coleta dos fungos em ambos ambientes provavelmente foi facilitado pela ocorréncia de
temperaturas médias do ambiente propicias ao crescimento do fungo, de +/- 25°C (CARDENAS, 2010;
SIMOES et al., 2012). Temperaturas mais baixas tém sido demonstradas nio favorecer o crescimento
do fungo (MACHADO et al., 2012). O sucesso da captura no solo possibilitou a selecao de colénias com
caracteristicas aparentes de Trichoderma crescendo nos toletes incubados, as quais foram isoladas e colocadas
em novos toletes de cana em camara tmida por cerca de |5 dias (Figura 6).

Figura 6.

Incubacio de toletes de cana frescos ou novos inoculados com
colénias que apresentaram caracteristicas aparentes de Trichoderma a
partir daqueles trazidos da lavoura. Fazenda Sélia, safra 2017/2018.

Fonte: Autor (2018)

Apbs aproximadamente |5 dias, os novos toletes manifestaram colénias do género Trichoderma (Figura
7), sendo estas provenientes de diferentes iscas coletadas dentro da mesma area amostrada. O éxito do
subcultivo representado pelo crescimento de mdltiplas colonias de Trichoderma sp. esta relacionado com a
capacidade de se pescar colénias individuais em condi¢bes adequadas de cultivo, considerando também que
temperatura ambiente ideal foi alcancada na condicao de campo e de laboratério em ambos os locais.

Figura 7.

Colonias do género Trichoderma crescendo em toletes
novos de cana apés aproximadamente |5 dias de terem
sido repicados de iscas trazidas do campo.

Fazenda Sélia, safra 2017/2018.

Fonte: Autor (2018)
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Provavelmente por isso foram observadas nessa fase col6nias bem formadas e com niveis pequenos de
contaminantes. O meio utilizado para captura também provavelmente contribuiu de forma decisiva para
o sucesso da metodologia, pois a constituicdo da cana-de-aclicar e seus extratos aquosos permitem que
exista uma afinidade evidente do fungo Trichoderma por este substrato, mostrando padrao agressivo de
crescimento e hegemonia dentre outros fungos do solo em sua colonizagao (Figura 7).

Além disso, a colonizacdo rapida dos toletes demonstra o poder de competicdo por espago e nutrientes
dos isolados, o que constitui caracteristica positiva para microrganismos inoculantes e agentes de controle
biolégico. Estudos in vitro demonstraram que isolados de Trichoderma sp. nativos apresentaram maior
agressividade do que os armazenados (Garcia-Nunez et al., 2012). De modo semelhante, testes in vivo
demonstraram que Trichoderma harzianum nativos foram mais efetivos no controle de S. sclerotiorum do
que isolados comerciais armazenados, ja que niao foram capazes de parasita-lo através da penetragao e
colonizacdo das hifas (ABDULLAH et al., 2008).

Nos dois experimentos observaram-se visualmente nas colonias isoladas as seguintes caracteristicas
do género Trichoderma: crescimento rapido no substrato, agressividade e cor esverdeada de suas col6nias
(Figura 8). Normalmente, através dessas caracteristicas macroscépicas o género pode ser reconhecido. O
crescimento rapido dos isolados em meio de cultura BDA também foi observado (Figura 9).

Figura 8.

Etapas do isolamento de Trichoderma
sp. com uso de iscas de cana em

solo de canavial com sintomas

de Meloidogyne sp. na estagao
experimental do Camaratuba, safra
2018/2019: A) toletes coletados

ap6s sete dias no campo; B) toletes
vindos do campo incubados dentro
de camaras Umidas; C) toletes
apresentando crescimento pleno do
fungo apds sete dias de incubagao;

D) tolete de cana novo ou fresco
apresentando crescimento inicial de
colonias inoculadas a partir de selecao
daquelas crescidas nos toletes iscas
incubados por 7 dias; E) e F) apés
aproximadamente |5 dias os novos
toletes manifestando col6nias de
Trichoderma sp. originados de diferentes
iscas dentro da mesma area amostrada.

Figura 9.

Trés isolados de Trichoderma sp. obtidos
na fazenda Sélia em Mineiros - Goias,
como parte do processo de isolamento
em campo. Purificacao feita no
laboratério da Universidade Federal de
Goias (UFG), em 2018.

Fonte: Autor (2018).

Ao nivel microscépico, o género apresenta rede micelial aérea hialina, septada, bastante ramificada
e esparsa, além de producgao de pustulas conidiogénicas diferenciais brancas ou verdes, caracteristicas
reconhecidas nas colonias isoladas em meio BDA (Figuras 9 e 10). Os conidios sao produzidos abundantemente
e podem ser soltos ou muito compactados em tufos. A estrutura e tamanho dos conidiéforos sao utilizados
para a diferenciacio de espécies bem como a determinacdo de suas relacées. Os conidios subglobosos,
ovdides elipséides ou eliptico-cilindricos, sao produzidos em série e acumulados no 4apice das fialides
formando uma estrutura globosa ou subglobosa com menos de |5 um de diametro. Podem ser lisos ou
ligeiramente rugosos, hialinos ou com coloragao variando do amarelo ao verde-escuro.
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Figura 10.

Tubos de ensaio contendo uma amostra dos
isolados capturados a partir de toletes empregados
como iscas em cultura de cana-de-acticar com
sintomas de nematoides. Estacdo experimental do
Camaratuba, safra 2018/2019. A) a cultura com
quatro dias de crescimento e B) com nove dias de
crescimento.

Fonte: Autor (2018).

Nas condicoes do ambiente de crescimento recomendadas neste trabalho, o produtor pode obter o isolado
de Trichoderma sp. na fazenda dentro de um periodo de 21 a 28 dias (Tabela |); porém é a caracterizagio
microscopica do género Trichoderma que finalizara as etapas do processo de captura e isolamento do fungo
dentro da fazenda. Ao concluir essas etapas, o produtor podera optar por utilizar os isolados na inoculagdo de
novos substratos ou utilizar diretamente os isolados lavando os toletes e diluindo a suspensiao de conidios em
quantidade maior de agua no pulverizador como ferramenta de controle biolégico em areas menores. A partir
desta metodologia, sera proposto em proximos trabalhos o uso direto do tolete colonizado com Trichoderma.

A possibilidade de as col6nias serem isoladas e re-inoculadas em toletes de cana em uma condicao mais
controlada e logo ap6s serem feitas lavagem dos toletes em 4gua nio clorada e aplicado na lavoura mediante
pulverizadores ou sistema de irrigacao, poderia ser mais uma aplicacdo deste método como parte de uma
generalizacdo mais direta no campo, como ¢ feito hoje a multiplicacao e uso de microorganismos eficazes
(EM) nas fazendas.

Tabela |. Diferentes fases do método de isolamento proposto.

Fase Descricao DAFA* | Insumos

| Distribuicdo de iscas no campo - Toletes de cana (20 a 30 cm)

Coleta de iscas no campo e translado a

2 laboratério com condicées controladas 7 Bandejas de plastico
na fazenda
3 Camara Umida para iscas de campo 7 Gerbox ou plasticos com tampa, papel toalha, agua nao clorada

Toletes limpos (5 a 10 cm), palito de dente, gerbox ou plasticos

4 Captura do fungo e re-isolamento 7-15 . -
com tampa, papel toalha, 4gua nao clorada
. . Meio BDA, placas de Petri (8 2 |0 cm de didmetro), palitos de
5 Isolamento em meio de cultivo 7 .
dente, fluxo laminar
6 A) Caracterizagdo de género I5 Trabalho de pessoal especializado
6 B) Uso na inoculagao de novos substratos | 5 Substratos (arroz, toletes de cana, etc.), palitos de dente

*DAFA: dias ap6s fase anterior.

Consideracoes Finais

Conforme a descricio metodoldgica dos autores, este trabalho pode ser realizado com estrutura
fisica e equipamentos simples nas fazendas, aliado a um conhecimento basico do fungo que permita
reconhecé-lo e criar condi¢des favoraveis ao seu desenvolvimento. Essa nova técnica pode contribuir
com o uso intensivo destes isolados regionais os quais possuem maior adaptacdo as macro e micro
condicdes da producdo agricola local. Assim, nossos resultados ressaltam o forte potencial dessa
ferramenta de controle biolégico ser praticada por agricultores e da possibilidade real de isolar fungos do
género Trichoderma de forma simples a partir do solo da prépria fazenda. Essa tecnologia também cria
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possibilidade dos agricultores se associarem a centros de pesquisas regionais que permitam quantificar o
nivel de diversidade destes agentes biolégicos no campo para desenvolvimento de estratégias especificas
de manejo de doencas de solo em diferentes agroecossistemas.
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