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RESUMO: O feijao-caupi possui grande importancia
socioecondmica por fazer parte do habito alimentar
da populagdo e por ser uma das principais fontes
de emprego e renda. As doengas estdo entre os
fatores limitantes da produtividade dessa cultura.
Uma das principais enfermidades que acometem o
feijao-caupi ¢ causada pelo fungo Macrophomina
phaseolina. Em busca de um desenvolvimento
agricola sustentavel, o uso de agentes de controle
biolégico ¢ considerado uma alternativa viavel.
Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
o potencial de biocontrole in vitro e in vivo de M.
phaseolina isolado de plantas do feijdo-caupi por
isolados de Trichoderma sp. Os bioensaios foram
realizados no Instituto Agrondmico de Pernambuco
em 2017 e 2018. Para o bioensaio in vitro, foi
realizado o teste de cultura pareada em placas de
Petri utilizando sete isolados de Trichoderma no
laboratorio de Controle Biologico. Para o bioensaio
in vivo, realizado em casa de vegetagdo do IPA,
foram avaliados cinco isolados de Trichoderma
mais trés testemunhas (Testemunha positiva =
apenas com 7richoderma, Testemunha negativa =
s6 com o patogeno e Testemunha absoluta = sem
patdgeno e sem o biocontrolador), em delineamento
experimental inteiramente casualizado com oito
tratamentos e trés repeti¢des, sendo vasos contendo
trés plantas, a unidade experimental. De acordo
com os resultados in vitro, todos os isolados de
Trichoderma avaliados apresentaram atividade
antagOnica sobre o crescimento micelial de M.
phaseolina. E na avaliagdo in vivo, em casa de
vegetacao, os cinco isolados testados apresentaram
atividade biocontroladora sobre o patgeno, indicando
que isolados de Trichoderma sp. possuem potencial
para o manejo da podriddo cinzenta do caule.

Palavras-chave: Antagonismo, controle biologico,
podridao cinzenta do caule, Vigna unguiculata.
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ABSTRACT: Cowpea has great socioeconomic
importance as part of the population’s eating
habits, and for being one of the main sources of
income and employment. Diseases are among
the limiting factors in cowpea productivity. The
soil fungi Macrophomina phaseolina is one of
the most important diseases that affect cowpea.
However, an alternative for this pathogen is a
sustainable agricultural development; the use of
biological control agents is considered a viable
alternative. Therefore, this research aimed to
evaluate the biocontrol potential in vivo and in
vitro of Macrophomina phaseolina isolated from
cowpea plants by Trichoderma sp. The bioassays
were carried out at the Agronomic Institute of
Pernambuco in 2017 and 2018, in a paired culture
test with seven Trichoderma strains in vitro in the
Biological Control Laboratory using the dual culture
method. For the in vivo bioassay, carried out in
the IPA greenhouse, five Trichoderma isolates plus
three controls were evaluated (positive control =
only with Trichoderma, negative control = only
with the pathogen and absolute control = no
pathogen and no biocontroller). in a completely
randomized experimental design with 8 treatments
and three replications, with pots containing 3
plants, the experimental unit. According to the in
vitro results, all Trichoderma isolates evaluated
presented antagonistic activity on the mycelial
growth of M. phaseolina. While in the in vivo
evaluation, in a greenhouse, the five tested isolates
showed biocontrolling activity on the pathogen,
indicating that Trichoderma sp. have potential
for the management of charcoal root rot.

Keywords: Antagonism, biological control,
charcoal root rot, Vigna unguiculata.
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Introducao

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também
conhecido popularmente por feijdo-de-corda, ¢ uma cultura
importante para as populacgdes de paises tropicais e subtropicais,
sendo considerado uma das principais fontes proteicas da
alimentagdo humana, além de possuir baixo custo de producdo
(RAMOS et al., 2012; ALMEIDA et al., 2010). No Brasil, o
feijdo-caupi possui grande importancia devido a alta demanda
consumidora, por fazer parte do habito alimentar da populagado
e por ser uma das principais fontes de emprego ¢ renda
(FREIRE et al., 2011). Esse feijao possui maior rusticidade e
resisténcia ao estresse hidrico, adaptando-se bem as condi¢des
de menor disponibilidade de agua, favorecendo, assim, o seu
cultivo na regido Nordeste (BRASIL, 2021). Nessa regido, a
producao na segunda safra de 2020 foi estimada em 295,9 mil
toneladas, ¢ os maiores estados produtores sdo Ceard, Piaui e
Pernambuco (BRASIL, 2020). Contudo, apesar de ser cultivado
em larga escala, os niveis de produtividade da cultura sdo
inferiores ao seu potencial genético e produtivo (ROSOLEM,
1987; SILVA et al., 2018).

As doengas estdo entre os fatores limitantes da produtividade
do feijao-caupi, afetando negativamente a quantidade e qualidade
da producdo. Uma das principais enfermidades que acometem
o feijao-caupi ¢ causada pelo fungo Macrophomina phaseolina.
Esse fungo ¢ um fitopatdgeno polifago de solo, causador da
podridao cinzenta do caule, que ataca mais de 680 espécies de
plantas (FARR; ROSSMAN, 2021), como o algodao (Gossypium
hirsutum L.), fejjdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), gergelim
(Sesamum indicum L.), girassol (Helianthus annuus L.), meldo
(Cucumis melo L.), milho (Zea mays L.), soja [ Glycine max (L.)
Merrill] (GUPTA; SHARMA; RAMTEKE, 2012; ISLAM et al.,
2012; KAUR et al., 2012).

A podridao cinzenta do caule ¢ uma doenca importante no
Nordeste do Brasil, onde as lavouras estio sujeitas a estresses,
principalmente hidrico. Seu agente etiologico, M. phaseolina
(Tassi) Goldi, ¢ um habitante natural do solo, de grande
variabilidade patogénica e alta capacidade de sobrevivéncia
em condi¢des adversas. Os prejuizos a cultura do feijao sdo
determinados tanto pelo baixo desempenho produtivo das
plantas e da baixa qualidade da semente produzida, quanto ao
vigor e sanidade, morte de sementes e plantulas, cancro e lesdes
cinzentas no caule e pela diminuigdo do estande (PEDROSO,
2012). Isso acontece porque as condi¢des propicias para o
desenvolvimento de M. phaseolina sdo temperaturas entre
28-35 °C, ocorrendo danos ainda maiores em clima seco e altas
temperaturas. Esse patogeno sobrevive no solo e em restos
culturais, e € transmitido por sementes (BORGES et al., 2015;
GODOY etal., 2016). Para o semiarido nordestino, essa doenca
se torna ainda mais importante, pois as condi¢des climaticas
favorecem o estabelecimento do fungo, somado ainda aos
baixos niveis de tecnologia de producao que favorecem seu
desenvolvimento e sobrevivéncia.

O método mais utilizado para controle de doengas no
campo ainda ¢ o uso de agroquimicos, porém o uso crescente e
indiscriminado desses produtos tem ocasionado riscos ambientais,
a satide dos agricultores, trabalhadores e consumidores. Em busca
de um desenvolvimento agricola sustentavel, o uso de agentes

de controle bioldgico ¢ considerado uma alternativa viavel.
Diante disso, os micro-organismos antagonicos utilizados para
o biocontrole podem proporcionar excelentes niveis de controle
amédio e longo prazo (KIM et al., 2008). Dentre eles, o género
Trichoderma é o mais estudado, sendo utilizado no biocontrole
de diversos patogenos que habitam o solo (KHAN et al., 2019).
O interesse por este fungo deve-se a diversos mecanismos de
acdo como produ¢do de antibidticos volateis e ndo volateis,
competi¢do por espacos ¢ nutrientes, atividade enzimatica
hidrolitica e parasitismo (BRITO et al., 2014). Além disso,
esses micro-organismos nao sao toxicos ao homem e a animais
(MERTZ et al., 2009).

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de biocontrole in vitro e in vivo de M. phaseolina,
isolados de plantas do feijao-caupi, por isolados de Trichoderma sp.

Material e Métodos

Isolamento e identificagdo dos fungos Trichoderma e
Macrophomina phaseolina: as espécies de Trichoderma
foram coletadas de solos com plantios de feijado comum e de
feijdo-caupi nos municipios de Belém de Sao Francisco, Cha
Grande e Arcoverde (Pernambuco). Para o isolamento de M.
phaseolina, plantas com sintomas da doenga podridao cinzenta
do caule foram coletadas no municipio de Belém de Séo
Francisco, em areas produtoras de feijado-caupi e, posteriormente,
levadas para o laboratorio de Controle Biologico, na Sede do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), Recife — PE, sendo
realizados o isolamento e a identificag@o dos fungos, segundo
a metodologia proposta por Menezes e Silva (1997).

Biocontrole com Trichoderma spp. in vitro: o bioensaio foi
realizado no Laboratério de Controle Bioldgico do IPA, no ano
de 2017. Para isso, foi utilizado o método de cultura pareada
para verificar o potencial antagonista in vitro dos isolados de
Trichoderma sobre M. phaseolina. Discos de micélio de M.
phaseolina e do antagonista (Trichoderma sp.) com Smm de
diametro foram retirados de colonias com trés dias de cultivo
e depositados, simultaneamente, em extremidades opostas de
placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)
solidificado. As placas foram mantidas a temperatura de 27 °C
(em camara tipo BOD). Apos sete dias de cultivo, foi avaliado
o crescimento micelial de ambos os fungos. A avaliagdo do
potencial antagonico dos isolados de Trichoderma foi realizada
com base na escala de Bell et al. (1982): Classe 1: Trichoderma
cresce sobre o patdogeno e ocupa toda a superficie da placa;
Classe 2: Trichoderma cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie
da placa; Classe 3: Trichoderma e patdgeno ocupam cada um
aproximadamente metade da superficie da placa e nenhum deles
parece se sobressair; Classe 4: Patdgeno cresce pelo menos
2/3 da superficie da placa; Classe 5: Trichoderma nio cresce
e 0 patogeno ocupa toda a superficie da placa.

Biocontrole com Trichoderma spp. in vivo: o experimento
foi realizado em casa de vegetagdo, localizada no Instituto
Agronomico de Pernambuco (IPA), em 2018. Foi utilizado
solo autoclavado (120 °C/1h) e foram utilizadas trés sementes
por vaso, com trés repeticdes para cada tratamento, sendo
realizado um tnico bioensaio. Para a produgdo do in6culo
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de M. phaseolina, foi utilizada a metodologia adaptada para
infecg¢do proposta por Lima et al. (2013), em que o patdégeno
foi cultivado em placa de Petri contendo graos de sorgo, e
posteriormente mantido em BOD a 27 °C. Em seguida, para
a infestacdo do solo, foram utilizados trés graos de sorgo
infestados com o patdgeno para cada semente. Para a inoculagéo
com isolados de Trichoderma sp. foi utilizada uma solugdo
com 1 x 107 conidios/ml de Trichoderma, sendo inoculada a
semente no momento do plantio. Apos 28 dias foram realizadas
avaliagdes, sendo as plantas removidas para observagao dos
sintomas causados pelo patogeno e determinada a porcentagem
dos sintomas da doenga.

Andlise de dados: para o experimento in vivo, o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com tratamentos
constituidos por sete isolados de Trichoderma e trés testemunhas
(Testemunha positiva = apenas com Trichoderma, Testemunha
negativa = s6 com o patogeno ¢ Testemunha absoluta = sem
patogeno e sem o biocontrolador), com trés repeticdes. Os dados
foram submetidos ao teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis.
Os tratamentos foram comparados aos pares pela versdo nao
paramétrica do teste LSD de Fisher a 5% de significancia,
com base nas somas dos ranks. As analises estatisticas foram
executadas com o pacote agricolae (MENDIBURU, 2021)
versao no Software R.

Resultados e Discussao

O potencial antagonico de Trichoderma in vitro sobre
M. phaseolina foi observado em todos os isolados testados,
enquadrando-se todos na nota 2, em que o fungo antagonista
cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie da placa, segundo a
classificacao de Bell et al. (1982). A capacidade do Trichoderma
sp. em inibir o desenvolvimento de outros fungos ¢ caracterizada,
dentre outras estratégias, como antibiose, pela sintese e
liberagdo de moléculas com alto e baixo peso molecular que
sdo responsaveis pela atividade antifngica que impede o
crescimento do fitopatogeno (CUBILLA-RIOS et al., 2019).

Os resultados do presente estudo corroboram com os dados
encontrados por Parmar e Patel (2020), os quais afirmam que
cinco isolados de Trichoderma sp. testados tiveram um efeito
antagdnico significativo sobre o crescimento micelial de M.
phaseolina em soja. Hewedy et al. (2020) também observaram
que todas as cepas de Trichoderma inibiram consistentemente
M. phaseolina a medida que cresciam superficialmente junto
com sua colonia e inibiram seu crescimento em porcentagem
que variou de 64,05% a 72,97%.

Estudos in vitro com outros fitopatdgenos como Fusarium spp.,
Ascochyta spp., Pyrenophora teres e Sclerotinia sclerotiorum,
utilizando Trichoderma sp. como biocontrolador, mostraram
Trichoderma como um antagonista eficiente, inibindo o
crescimento micelial dos fitopatogenos em mais de 50%
(TANCIC-ZIVANOV et al., 2017). Esses testes in vitro sao
importantes no processo de selegéo de isolados para o biocontrole,
pois fornecem informagdes em condigdes controladas sobre a
eficiéncia e a variabilidade dos isolados quanto a capacidade
de colonizagdo das estruturas do patdgeno e o potencial de
hiperparasitismo e competi¢do por espago e nutrientes, bem

como a suscetibilidade de patdogenos aos respectivos agentes
(NASCIMENTO et al., 2016).

Quanto ao biocontrole in vivo dos isolados de Trichoderma,
quatro isolados comportaram-se como controladores e bioprotetores
das sementes, quando comparados ao controle (sem antagonista),
variando o percentual de sobrevivéncia das plantas. O teste de
Kruskal-Wallis apresentou resultado significativo (X* = 20.4,
p-valor = 0.0156). Na Tabela 1 encontram-se as médias ¢ os
sintomas da doenga (%) ¢ o resumo do teste LSD de Fisher.

Os isolados de Trichoderma BSF 3, Trichoderma Cha
Grande 15.2, Trichoderma Cha Grande 16.1 e Trichoderma
Arcoverde 5.6 foram os mais promissores, ndo permitindo o
desenvolvendo da doenca causada por Macrophomina phaseolina,
demonstrando ser efetivos no biocontrole da podriddo cinzenta
do caule. Em estudos semelhantes realizados por Khaledi
e Taheri (2016), a acdo biocontroladora foi observada em
11 isolados de Trichoderma sp. testados, no entanto, apenas dois
mostraram uma reducdo significativa dos sintomas da doenca
causada por M. phaseolina. Por sua vez, Khalili et al. (2017) e
Igbal e Mukhtar (2020) evidenciaram a a¢@o biocontroladora
de Trichoderma sobre esse mesmo patogeno. Os outros trés
isolados de Trichoderma apresentaram variagdes na eficacia
do biocontrole, em que algumas plantas apresentaram sintomas
da podriddo cinzenta do caule. O isolado de Trichoderma
Cha Grande 13.1 apresentou maior percentual dos sintomas
(22,2%), porém nao mostrou diferenca estatistica significativa
entre os dois isolados de Trichoderma asperellum, com 11,1%
dos sintomas da doenga. As variagdes entre Trichoderma spp.
em sua capacidade de controlar o crescimento de fitopatdgenos
também foram relatadas em outros estudos (UPMANYU et al.,
2002; SINGH et al., 2008; IQBAL; MUKHTAR, 2020).

As diferentes espécies de Trichoderma se mostraram
controladoras de muitos patdgenos habitantes do solo, incluindo
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Fusarium moniliforme,
E oxysporum e Sclerotium rolfsii (GHAZANFAR etal., 2018).
Segundo Khan et al. (2019), Trichoderma sp. tem eficacia maior

Tabela 1. Teste de Kruskal-Wallis contendo as médias e os sintomas da doenga
em porcentagem, juntamente com o teste LSD de Fisher.

Tratamento Sintomas da doen¢a (%) LSD
Testemunha absoluta 0 C
Testemunha negativa 100 A
Testemunha positiva 0 C
Trichoderma (Cha Grande 16.1) 0 C
Trichoderma asperellum (1) 11.1 Be
Trichoderma (Cha Grande 15.2) 0 C
Trichoderma (Arcoverde 5.6) 0
Trichoderma (BSF 3) 0
Trichoderma (Cha Grande 13.1) 22.2 B
Trichoderma asperellum (2) 11.1 Be

Testemunha absoluta = sem patdgeno e sem o biocontrolador; Testemunha
negativa = s6 com o patogeno; Testemunha positiva = apenas com
Trichoderma.
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que o tratamento com o quimico Carbendazim no controle da
severidade da podridao radicular.

Segundo Vinale et al. (2008), o biocontrole exercido pelo
fungo Trichoderma estéd relacionado com a produgdo de varios
metabolitos, enzimas e por mecanismos como competi¢ao por
nutrientes, o que pode ter contribuido com as diferentes respostas
do presente estudo em relagdo a M. phaseolina. As diferengas
podem estar relacionadas com as condigdes bidticas e abioticas do
solo, o que pode levar a varia¢ao do nivel de controle biologico
de um patogeno (ISAIAS et al., 2014). Pesquisas demonstram
que a eficacia relativa do controle da doenga exercido por
Trichoderma spp. varia com a cepa, o patogeno-alvo, as espécies
de cultivo e o clima (MOHIDDIN et al., 2010).

Conclusao

Os isolados de Trichoderma utilizados neste estudo possuem
potencial para manejo da podridao cinzenta do caule, controlando
Macrophomina phaseolina.

Fica evidente que o uso de biocontroladores antagonistas ¢
uma alternativa no controle de doengas em feijao-caupi.
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