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RESUMO

Com a agricultura se tornando um dos pilares da economia brasileira, surge a
necessidade do desenvolvimento de técnicas agricolas mais econdmicas e
sustentaveis. Alguns exemplos s&do a utilizagdo de cultivares mais resistentes e
controle quimico e bioloégico, que € o uso de produtos naturais ou organismos vivos
com agao antagbnica a fitopatdogenos. Esse trabalho teve por objetivo a avaliagao
da atividade, in vitro, de Monotagma plurispicatum no crescimento micelial de
Trichoderma polysporum visando a sua associagao para o biocontrole de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae. Folhas de Monotagma plurispicatum foram coletadas
na Resex do Ciriaco e seu extrato aquoso utilizado nas proporcdes de 0, 3, 6 e 10%
em meio de cultura BDA, com 4 repeticbes em dois experimentos. O 1° com um
disco de 6 mm de diametro de Trichoderma polysporum ao centro da placa de Petri
e o 2° com dois discos, um de Trichoderma polysporum e F. oxysporum f. sp.
passiflorae com distancia de 3,3 cm entre si. Avaliadas através de medi¢des diarias
do maior eixo da colénia, com dados submetidos ao teste Tukey ao nivel de 5% de
variancia. O experimento demonstrou que todas as concentracbes com extrato
vegetal inibiram o crescimento de Trichoderma polysporum, chegando ao final do 2°
experimento em tratamento de 10% com maior inibicado micelial se comparado com
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, concluindo que a associagao nao é viavel

nas condi¢des testadas.

Palavras-chave: Biocontrole. Fitopatégeno. Antagdnico.



ABSTRACT

With agriculture becoming one of the pillars of the Brazilian economy, there is a need
to develop more economical and sustainable agricultural techniques. Some
examples are the use of more resistant cultivars and chemical and biological control,
which is the use of natural products or living organisms with antagonistic action
against phytopathogens. This work aimed to evaluate the in vitro activity of
Monotagma plurispicatum on the mycelial growth of Trichoderma polysporum with a
view to its association for the biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.
Leaves of Monotagma plurispicatum were collected at Resex do Ciriaco and its
aqueous extract used in proportions of 0, 3, 6 and 10% in BDA culture medium, with
4 replications in two experiments. The 1st with a 6 mm diameter disc of Trichoderma
polysporum in the center of the Petri dish and the 2nd with two discs, one of
Trichoderma polysporum and F. oxysporum f. sp. passiflorae with a distance of 3.3
cm from each other. Evaluated through daily measurements of the largest axis of the
colony, with data submitted to the Tukey test at a level of 5% variance. The
experiment demonstrated that all concentrations with plant extract inhibited the
growth of Trichoderma polysporum, reaching the end of the 2nd experiment in 10%
treatment with greater mycelial inhibition compared to Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae, concluding that the association is not viable under the tested conditions.

Key words: Biocontrol. Phytopathogen. Antagonistic.
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1. INTRODUGAO

Gragas ao desenvolvimento tecnoldgico e ao empreendedorismo do produtor
rural, a agricultura brasileira passou a corresponder por boa parte da produgao
mundial de alimentos e permitiu o cultivo de culturas mais econbmicas e
sustentaveis, aumentando assim a produtividade e preservando o uso da terra
(Meyer, 2019). Porém, o enfoque do ser humano apenas no interesse econdmico
propiciou o desenvolvimento de técnicas agricolas que contribuem para a
degradacdo do meio ambiente, como a utilizagdo de fertilizantes e agrotdxicos
(Cidreira-Neto e Rodrigues, 2017).

A preocupagao com o meio ambiente s6 vem a tona quando o descaso
ambiental ameaga a existéncia humana na terra, como a adog&do de medidas de
controle para o ndo comprometimento da sustentabilidade dos sistemas de
producdo que so surgiu a partir do momento em que a expansado da agricultura
propiciou desequilibrios e agravamento de problemas fitossanitarios (Cidreira-Neto e
Rodrigues, 2017). Uma dessas alternativas foi 0 manejo integrado de doengas de
plantas que é fundamental para a manutencdo da estabilidade de produgédo, cuja
implementagao ocorre pela adogao conjunta de varias medidas de controle, como a
utilizagdo de cultivares resistentes, de sementes com alta qualidade sanitaria e
fisiolégica, de rotacdo de culturas nao hospedeiras, de praticas culturais que
desfavoregam o patdégeno, do uso de controle quimico e biolégico, entre outras
(Meyer, 2019).

Neste contexto, a adogdo do controle biolégico de doengas de plantas
apresentou crescimento no Brasil devido a demanda da sociedade por alimentos
mais saudaveis e livres de agrotéxicos. Com os fungos apresentando-se como um
dos principais fitopatégenos, causando doengas que podem afetar todo o ciclo de
vida de uma planta em qualquer parte dela. Sendo, Curvularia lunata, Plasmopara
viticola, Fusarium spp. e Bipolares spp. os fungos mais citados como causadores
dessas doengas (Junior, 2017; Ambrésio et al., 2008). Camargo e Rezende (2005)
afirmam que o fungo F. oxysporum causa diferentes deficiéncias na planta, sendo a
fusariose uma das principais doengas de areas agricolas e permanecem na cultura

por um longo tempo, por volta de 25 anos, devido ao fungo produzir estruturas de



resisténcia, com sua transmissdo através de sementes, por particulas de solo

arrastadas pelo vento ou agua.

Segundo Cook e Baker (1983) o controle biolégico pode ser acompanhado de
praticas culturais para criar um ambiente favoravel para os antagonistas; aumentar a
resisténcia da planta hospedeira ao patégeno; adaptar a planta a antagonistas néo
patégenos que podem ser inseridos; entre outros. Outra alternativa é a utilizacao de
biopesticidas, que segundo Bettiol (2011) s&o diferentes tipos de organismos vivos
ou produtos naturais, derivados desses organismos que fazem a protegao da planta

contra diversas doengas, podendo ser chamados de biofungicidas.

Algumas plantas ja apresentam mecanismos de defesa naturais devido seus
principios ativos, com fungdo de proteger as plantas de fitopatégenos. Nesse
sentido, destaca-se a importancia de pesquisas envolvendo a extragao e utilizagao
de extratos vegetais ou Oleos essenciais no controle de doengas a partir da
exploracéo de suas propriedades antifungicas ou pelo seu potencial de indug¢ao de

resisténcia (Brand et al., 2007; Venturoso et al., 2011).

Outro importante agente de biocontrole é o fungo Trichoderma, amplamente
comercializado no Brasil devido seus inumeros beneficios as plantas, como por
exemplo a indugdo de crescimento e resisténcia; florescimento de plantas
horticolas; e agcdo antagbnica a fungos e bactérias (Meyer, 2019). Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi avaliar in vitro, o efeito de Monotagma plurispicatum em
associagcao com Trichoderma polysporum no controle de Fusarium oxysporum f.sp.

passiflorae.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade, in vitro, de Monotagma plurispicatum no crescimento
micelial de Trichoderma polysporum visando a sua associacao para o biocontrole de

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.
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2.2 Objetivos especificos

e Realizar o ensaio de Monotagma plurispicatum em meio de cultura,

determinando sua ag¢ao no crescimento de Trichoderma polysporum;

e Avaliar a inibicao de crescimento micelial (CM) de F. oxysporum. f. sp.
passiflorae, in vitro, a partir do contato com o extrato de M.

plurispicatum e T. polysporum;

e Mensurar o percentual de inibicado (PIC) e indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) de Trichoderma polysporum e Fusarium

sp. submetidos ao extrato de Monotagma plurispicatum.
e Ampliar a possibilidade da criagdo de produtos de biocontrole agricola;

3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Controle biolégico

De acordo com Cook e Barker (1983), controle biolégico de doengas em
plantas pode ser entendido como a redugao da densidade do agente patégeno ou
de sua atividade, através de um ou mais organismos naturais, manipulando o
ambiente, o hospedeiro ou o antagonista. Cook (1982) determina algumas
abordagens usadas no controle biolégico como: uso de microrganismos
antagonistas para reduzir a populagdo de patdogenos, destruindo seu inoculo e
reduzindo seu vigor e agressividade; proteger as superficies da planta com
microrganismos, tanto na raiz quanto no solo, barrando a entrada do parasita por
meio da competicdo; ou estimular a resisténcia interna da planta contra o

fitopatégeno.

Segundo Baker e Sinyder (1965) o controle biolégico como método de
controle de doencas de plantas foi apresentado na Universidade da Califérnia,
Berkeley, em 1963. Onde uma das duas propostas apresentadas “Introducdo de
linhagens selecionadas de agentes de biocontrole” deu um pontapé para pesquisas
focadas na selegcao de antagonistas eficazes e no desenvolvimento de bioprodutos

baseados em linhagens unicas.
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Fontes e Valadares-Inglis (2020) determinam ainda que o contato do agente
de biocontrole com o fitopatdgeno pode ser fisico, envolver a sintese de compostos
antimicrobianos ou pela competicdo por espaco, agua, luz e nutrientes, podendo
também ser indireta, pela indugao de resisténcia da planta hospedeira. Sendo que
os agentes de controle de fitopatdégenos mais efetivos estudados até o momento
utilizam mecanismos distintos, simultaneamente, provocando uma série de

mecanismos que agem em conjunto (Howell, 2003).

3.2 Principios ativos

Apesar das plantas ndo possuirem muitos mecanismos de defesa, elas
apresentam mecanismos quimicos suficientes para protegé-las ou torna-las mais
resistentes a fitopatdgenos. Esse mecanismo de defesa pode ser a liberagdo de
compostos produzidos pelos metabdlitos secundarios a partir de sinais

semioquimicos recebidos (Fernandes et al., 2009; Fontes e Valadares-Inglis, 2020).

Os metabdlitos secundarios extraidos de plantas podem ser uma variavel
alternativa para o controle de fitopatégenos, uma vez que podem ser adquiridos em
plantas utilizadas no cotidiano das comunidades. Diferindo-se dos agrotdxicos e
tornando-se um meio mais econdmico, ecolégico e sem risco a saude (Santos et al.,
2013; Ferreira et al., 2015; Fontes, 2012). Na agricultura, o uso de extratos vegetais
ou Oleos essenciais vem se intensificando (Venturoso et al., 2011) e podendo ser
usados em diferentes concentragdes como uma alternativa de controle (Machado et
al. 2012).

Testes fitoquimicos ja haviam determinado a presencga de fendis, taninos,
acidos organicos e alcaldides na espécie vegetal Monotagma plurispicatum (Cruz,
2022). Os compostos fendlicos conferem protegao e alta resisténcia da planta contra
microrganismos e pragas (Rocha et al., 2011). Os taninos s&o compostos fendlicos
de alto peso molecular, com habilidade de formar complexos insoluveis em agua,
conferindo as frutas e produtos vegetais uma caracteristica adstringente, diminuindo
assim a taxa de predacdo por se tornarem impalataveis (Rocha et al., 2011;
Monteiro et al., 2005; Bruneton, 1991). Alcaléides sdo metabdlitos com
caracteristicas alelopaticas, ou seja, apresentam substancias quimicas capazes de

induzir o desenvolvimento e crescimento de sistemas agricolas e séo liberadas pela
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planta quando a mesma entra em decomposicdo (Eljarrat e Barceld, 2001). Acidos
organicos podem atuar no metabolismo primario das plantas. Os alcaloides atuam
como um armazenador de proteinas e na protecédo de plantas (Martins et al., 2003;
Lorenzi e Matos, 2008).

3.3 Descricao botanica de Monotagma plurispicatum

A espécie Monotagma plurispicatum (Korn) pertence a familia Marantaceae.
Com habitos de crescimento do tipo herbacea e substrato terricola. Tendo origem
nativa sem endemismo no Brasil. Pode ser encontrada no norte, nordeste,
centro-oeste ou sudeste e apresenta dominio geografico na Amazodnia, Caatinga,
Mata Atlantica e Pantanal (André, 2020). Aparece na Lista Vermelha de plantas
ameacgadas de extincdo do estado do Espirito Santo como sendo uma espécie

vulneravel no sudeste do Brasil, atualizada em 2017.

Sem tubérculo na raiz, ou bainhas imbricadas; cor da nervura central verde,
com inflorescéncia terminal e pedunculo maior que 2.5 cm; o numero de nds nas
inflorescéncias varia entre 2 a 9 e apresenta bracteas de cor verde expandidas na
antese (André, 2020). Apresenta anel entre o peciolo e o pulvino pubescente na
face adaxial e glabro na abaxial; a lamina foliar € eliptica a ovada com base
truncada a cuneada, apice atenuado, glabra; sinflorescéncia subtendida por folha
caulinar nodada, com cada né tendo um profilo basal; o fruto capsula é deiscente,

pericarpo esclerotificado com 1 semente por capsula (Saka, 2017).

3.4 Trichoderma polysporum e sua agao antagonica

Trichoderma spp. € um género de fungos filamentosos e saprofitas que
apresentam muitas espécies antagbnicas a outros fungos e bactérias, ou seja,
competem por recursos com organismos que muitas vezes podem ser
fitopatégenos. Esses beneficios vém fazendo Trichoderma mudar a forma como as

doengas em plantas s&o controladas no Brasil (Melo, 1996).

A forma de interacdo de um microrganismo no qual ele cria condi¢des
desfavoraveis para o outro € denominado antagonismo (Allwood, Ellis e Goodacre,

2008). Os agentes antagonistas podem limitar a atividade do patégeno por
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antibiose, parasitismos, competicdo, predacdo ou inducdo de defesas do proprio
hospedeiro, sendo essencial a presenca de mais de um mecanismo por um

antagonista para o aumento do seu sucesso (lsaias et al., 2014).

A producdo do antagonista é realizada através do tratamento de sementes
por meio da inoculagdo em graos. Além de apresentar custo acessivel, nao
apresentam toxicidade a humanos e animais, dispensando reaplicacao (Brand et al.,
2007) e podendo estimular diretamente o crescimento e florescimento de plantas
horticolas pela produgdo de substéncias similares a fitohorménios (Barker, 1989;
Faria et al. 2003). Certas linhagens de Trichoderma spp. sao capazes de parasitar
fungos fitopatégenos habitantes de solo, produzindo antibiéticos e enzimas que
degradam suas paredes celulares e competindo por recursos naturais da rizosfera
(Fontes e Valadares-Inglis, 2020). T. polysporum ja foi testado em culturas
experimentais de melao a partir da microbiolizacdo de sementes no municipio de
Bebedouro, sendo capazes de colonizar as raizes e ajudando na redugao da

incidéncia de doengas (Gava e Menezes, 2012).

Muitos agentes de controle biolégico direcionam grande parte da sua energia
para a realizagdo da chamada antibiose (associagao entre dois ou mais organismos
com prejuizos ao menos para um dos dois, devido a produgdo de compostos
antimicrobianos). Os compostos incluem antibiodticos, fendis, substancias volateis,
sideroforos, proteinas, policetideos e outros(Haggag et al., 2007; Ramirez Granillo
et al., 2015).

Algumas espécies de Trichoderma sé&o eficientes produtoras de metabdlitos
secundarios, com mais de 100 compostos relatados por pesquisas cientificas. Os
metabdlitos secundarios produzidos por Trichoderma polysporum sao
antraquinonas, da classe dos policetideos, relacionados a atividades antifungicas,
antibacterianas e antiparasitarias (Meyer, 2019). As antraquinonas provocam a
pigmentacdo esverdeada em Trichoderma na presenga de luz ultravioleta (Betina et
al., 1986; Ghisalberti, 2002) e ativam sua ag¢ao antimicrobiana quando entra em
contato com Fomes annosus e Fusarium spp. (Donnelly e Sheridan, 1986;

Sivasithamparam e Ghisalaberti, 1998).
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3.5 Fusarium oxysporum spp. e a realizagao de estudos para seu tratamento

A infeccdo causada por fungos do género Fusarium comeca pelas raizes,
mesmo a planta ndo apresentando ferimento. O fungo coloniza o sistema vascular
causando obstrucdo dos vasos e 0 micélio cresce produzindo conidios que sao
transportados pelas correntes transpiratérias. A infeccdo pode ser identificada
através da parte interna da planta que escurece desde a raiz até os ramos,
causando murcha nas partes aéreas e retardamento de brotas. No verdo as folhas
se tornam amareladas, murcham, secam e se desprendem dos ramos

(Valdebenito-Sanhueza e Sénego, 1993).

A fusariose, doenga de planta causada por fungos do género Fusarium, é
uma das mais prejudiciais as culturas agricolas, os estudos para o combate desses
fitopatdgenos vem aumentando, principalmente com o desenvolvimento de agentes
de biocontrole naturais. Ferreira et al. (2015) obteve bons resultados no experimento
in vitro, utilizando residuos orgénicos e extratos de coco babacgu, eucalipto e
mandioca para controle de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, que causa a
fusariose do maracuja. Ja Fontes (2012) estudou a inibicdo do fitopatdégeno
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (causador da fusariose do feijao) in vitro a partir
do extrato de arruda, alho, alecrim e gengibre, obtendo resultado positivo para as 4

plantas pois inibiram o crescimento micelial do fungo.

Sallam (2019) utilizando técnicas de isolamento e identificacdo de
Trichoderma spp., procurou determinar quais espécies teriam melhor agcdo no
controle biolégico de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causador da fusariose
do tomate. Os testes foram feitos tanto in vitro quanto em campo e determinaram
que Trichoderma spp. tem agao de controle contra Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, chegando a uma porcentagem de inibigdo de até 66,80% no
experimento in vivo e 80,7% em campo, quando comparado ao tratamento controle.
Blaszczyk (2017) examinou a habilidade de 10 espécies de Trichoderma spp. no
controle de crescimento micelial e produgao de micotoxinas de 5 cepas de Fusarium
spp. em meio de cultura BDA e obteve resultados positivos das 10 espécies na

inibicado dos patogenos.
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Para o controle da murcha vascular de Stevia rebaudiana, causada por F.
oxysporum, um experimento foi desenvolvido em casa de vegetagdo com a cepa
rizosférica T. asperellum. Resultando em 90% da incidéncia da doenga nas plantas
sem o tratamento e apenas 10% nas tratadas, o que indica a agao antagbnica de T.
asperellum, além da determinacdo da produgao de fitohormbnios e enzimas que

degradam a parede celular (Diaz-Gutiérrez et al., 2021).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de coleta

A coleta do material vegetal foi realizada na Reserva Extrativista do Ciriaco,
localizada ao sul do Maranh&o, entre os municipios de Cidelandia e Imperatriz, com
uma area de 8.106,63 hectares e localizada no bioma Amazénico. E uma Unidade
de Conservagao de uso sustentavel, criada a partir do Decreto de 17 de junho de
2010, fundada com o objetivo de preservar os recursos naturais e os costumes das
familias dos povoados de Ciriaco, Centro de Olimpio, Alto Bonito, Viragdo, Rua
Nova e Vila Varjao, conta atualmente com 150 familias cadastradas (Santos, 2022;
Santos et al., 2019).

Sendo assim, as plantas da reserva servem como fonte de renda para a
comunidade local. Apresentando como principal atividade, o extrativismo do coco
babacu pelas quebradeiras de coco, que utilizam o fruto para produgdo de
diferentes produtos para a renda familiar como o azeite e o 6leo de coco, e o carvao
feito da casca do fruto. Outras atividades sdo a agricultura familiar, criagdo de
animais de pequeno porte e a silvicultura. A preservagao da floresta local, possibilita
a livre passagem dos animais, a disseminagao de sementes, a manutencéo das

matas e o sombreamento do solo com preservacao dos rios (Sanches, 2013).

4.2 Excursao de campo para coleta da espécie vegetal

A coleta das folhas da espécie vegetal ocorreu no més de novembro de 2023

na Reserva Extrativista Ciriaco (Figura 1). A espécie foi escolhida de acordo com a
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ocorréncia e abundancia no local de coleta, previamente identificadas por meio de
um projeto, desenvolvido por uma equipe coordenada pela Prof? Ivaneide de
Oliveira Nascimento. As partes vegetais foram coletadas seguindo as técnicas de
Botanica, evitando a retirada das folhas de um unico ramo, colhendo as sem marcas
ou sinais de deficiéncia nutricional, como sugerido por Lorenzi e Matos (2008),
armazenadas em sacos de papel e conduzidas ao Laboratério de Microbiologia e
Saude da Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL),
colocadas em sacos plasticos e armazenadas no freezer, para preparo dos extratos

e avaliagao da atividade antifungica.

Figura 1 - Espécie vegetal Monotagma plurispicatum em campo de coleta na Reserva

Extrativista do Ciriaco
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Fonte: Autora, 2023.

4.3 Preparagao de extrato vegetal

ApoOs a coleta, as folhas foram levadas para o Laboratério de Microbiologia e
passaram por um processo de lavagem em agua corrente (para retirar o excesso de
impurezas) e depois com agua destilada para higienizacédo e retirada de qualquer
residuo organico. Apos este processo inicial, foram secas em temperatura ambiente
e, em seguida, levadas a estufa a 55°C por um periodo de 35 horas, conforme
indicado por Melo (2004). Posteriormente, foram trituradas (Figura 2) e submersas
em solugédo hidroalcodlica (50% agua destilada e 50% alcool etilico absoluto), todo o

recipiente foi envolvido com papel aluminio e deixado em local escuro para
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maceragao que ocorreu em temperatura ambiente por 5 dias para obtencdo do
extrato hidroalcodlico bruto (Barbosa, 2004). Apds os 5 dias, o recipiente foi aberto e
o extrato foi coado usando funil e gases, posteriormente, foi colocado em

banho-maria para evaporagao do alcool.

Figura 2 - Folhas de M. plurispicatum trituradas para preparagéo do extrato bruto

Fonte: Autora, 2023.



19

4.5 Ensaio experimental com extrato vegetal de M. plurispicatum em meio de

cultura BDA para analise do crescimento micelial de Trichoderma polysporum

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia
e Saude na Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL),
em novembro de 2023. Foram utilizados quatro tratamentos e quatro repeticoes,
com diferentes dosagens (0%, 3%, 6% e 10%) do extrato vegetal em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar). Na camara de fluxo laminar (Figura 3) um
disco de 6 mm de didmetro com sete dias de idade em BDA, contendo micélio de
Trichoderma polysporum foram repicados para o centro das placas de petri de 9,3
cm de diametro com as dosagens de extrato, vedadas com filme plastico e mantidas
na estufa BOD em delineamento inteiramente casualizado a 26°C sob fotoperiodo
de 12 horas (Figura 4).

Figura 3 - Camara de fluxo laminar com as placas de petri e os meios de cultura BDA

autoclavados

Fonte:Autora, 2023.

Figura 4 - Placas de petri com o fungo T. polysporum repicado e devidamente vedadas com plastico
filme, distribuidas na bancada do laboratério de acordo com seu tratamento e repetigéo
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Fonte: Autora, 2023.

4.6 Ensaio com o extrato vegetal em BDA para andlise do crescimento
micelial, porcentagem de inibicao e indice de velocidade de crescimento
micelial de Trichoderma polysporum e Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

A segunda parte dos ensaios experimentais procurou determinar a influéncia
que o extrato vegetal exerce sobre os dois fungos em um mesmo ambiente,
competindo por recursos. Sendo assim, o ensaio também foi realizado no
Laboratério de Microbiologia da UEMASUL, em novembro de 2023 e contou com os
mesmos passos metodolégicos com pequenas diferengas. A cultura pura de cada
patdgeno foi obtida a partir de isolados depositados na Micoteca do Laboratério. A

testemunha consistiu do meio de cultura sem adi¢ao de extrato (tratamento de 0%).

O experimento in vitro foi realizado com os mesmos quatro tratamentos do
extrato vegetal (0%, 3%, 6% e 10%) e quatro repeticbes em meio de cultura BDA

(Batata-Dextrose-Agar). Como a placa de Petri utilizada no experimento tinha 9,3
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cm de diametro na parte interna, dois discos de 6 mm de didmetro com sete dias de
idade em BDA, um contendo micélio de Trichoderma polysporum e o outro contendo
micélio de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae foram repicados para a placa de
Petri com distancia de 3,3 cm entre si e cada um com distancia de 3 cm da borda.
As placas foram vedadas com filme plastico e mantidas na estufa BOD a 26°C sob
fotoperiodo de 12 horas (Figura 5). Como a medigao da testemunha so foi possivel
até o 3° dia de crescimento pelo fato de o fungo crescer de maneira exponencial e
ocupar todo espago de 9,3 cm da placa a média e o indice de velocidade também

foram medidos até o 3° dia em todos os tratamentos.

Figura 5 - Placas de Petri com os fungos T. polysporum e F. oxysporum f. sp. passiflorae

repicados em meio de BDA, devidamente vedadas com plastico filme, distribuidas na bancada do

laboratério de acordo com seu tratamento e repeticao

Fonte: Autora, 2023.

A avaliagdo foi realizada através de medi¢des diarias do maior didmetro da

colbnia, iniciando 36 horas apds a repicagem do fungo e perdurando por 6(seis) dias
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com a ajuda de um paquimetro manual (Figura 6). No segundo experimento, onde
os dois fungos foram submetidos ao extrato vegetal, os fungos foram medidos,

calculados e submetidos ao teste de variancia separadamente.

Figura 6 - Colagem de fotos da medicao diaria das colénias com o auxilio de um paquimetro

Fonte: Autora, 2023.

Figura 7 - Placas de Petri do experimento em que T. polysporum em BDA adicionado de extrato de
Monotagma plurispicatum no 6° dia de medicao, distribuidas na bancada do laboratério de acordo

com seus tratamentos e repeticdes
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Fonte: Autora, 2023.

Figura 8 - Placas de Petri do experimento em que T. polysporum e F. oxysporum sp. f. passiflorae em
BDA adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum no 6° dia de medigao, distribuidas na

bancada do laboratério de acordo com seus tratamentos e repeti¢coes
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Fonte: Autora, 2023.

Foram utilizados trés variaveis como critério de analise, sendo elas, a média

de Crescimento Micelial (CM):

CM =} (D total)
N total

Onde: CM é o Crescimento Micelial; D total = diametro médio da colénia em
todos os dias de experimento; N total = numero de dias do experimento.

O indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foi calculado a partir

da obtencédo dos dados, pela férmula:

IVCM = ¥ (D - Da)
N
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Onde: IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial; D= didmetro
médio atual da coldonia; Da= diametro médio da colénia do dia anterior; N= nidmero

de dias apds a inoculagao.

A Porcentagem de Inibicdo de Crescimento (PIC) foi calculada através da
média das quatro repeticdes de cada tratamento, utilizando a equagao (MENTEN et
al., 1979):

PIC = C. test - C. trat x 100
C. test

PIC= Percentual de Inibicdo; C. test = Crescimento da testemunha; C. trat =

Crescimento tratamento.

Os dados do CM, PIC e IVCM foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
com auxilio do programa SISVAR Versao 5.6. No segundo experimento, as variaveis

serao calculadas separadamente para cada fungo da placa.

5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao do crescimento micelial de T. polysporum em meio de cultura

BDA com extrato de Monotagma plurispicatum

Todas as porcentagens do extrato vegetal provocaram inibigdo micelial de T.
polysporum, se diferenciando significativamente da testemunha pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significAncia, como mostram as letras que devem ser analisadas
pela coluna. Os resultados demonstraram maior velocidade de crescimento na
testemunha (Tabela 1, grafico 3), crescendo em média 1,57 cm ao dia, provocando
um crescimento quase exponencial que fez o fungo crescer até o limite da placa em
apenas 3 dias de medigbes. Os tratamentos com 3 e 6% de extrato promoveram
uma diferenga de velocidade de apenas 0,03 cm, com a menor velocidade se dando
no tratamento com 10% de extrato, se diferenciando de todos os outros tratamentos

segundo o teste de significancia.

Ao final do experimento, Trichoderma polysporum submetido a 0% de extrato

havia ocupado toda a extensdo da placa, com uma média de crescimento de 8,15
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cm (tabela 1; grafico 1), se diferenciando dos tratamentos com 3 e 6% que nao
apresentaram diferenga significativa entre si, e do tratamento com 10% de extrato
no qual houve menor crescimento do fungo, com somente 1,69 cm.
Consequentemente a maior porcentagem de inibicdo de crescimento foi na
concentragdo de 10% de extrato, chegando a 63,22% e tendo a maior diferenga

estatistica (Tabela 1, grafico 2).

Tabela 1 — Analise da variagao de crescimento, PIC e IVCM de Trichoderma polysporum em meio de

cultura BDA com diferentes concentragdes de extrato aquoso foliar de Monotagma plurispicatum.

Tratamento Cresc. Micelial (cm) PIC (%) IVCM (cm)
BDA 8,15 a 0,0001 b 1,57 a
BDA + 3% ext. 6,67 b 18,23 b 1,02 a
BDA + 6% ext. 558 b 31,32 ab 0,99 a
BDA + 10% ext. 1,69 ¢ 63,22 a 0,13 b
CV (%) 9,6 25,25 6,45
P-valor 0,0000 0,0007 0,0005

Fonte: Autora, 2023.

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *CV = Coeficiente de variacdo; P = Varidncia; BDA = Batata + Agar + Dextrose; ext =
extrato vegetal de Monotagma plurispicatum; Cresc. Micelial = Média do crescimento micelial do
fungo em centimetros; PIC = Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial; IVCM = indice de

velocidade de crescimento micelial;

Gréfico 1 - Analise do Crescimento Micelial, in vitro, de T. polysporum em BDA adicionado de extrato

de Monotagma plurispicatum no primeiro experimento.
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Fonte: Autora, 2023.

Grafico 2 - Analise da Porcentagem de Inibigdo do Crescimento Micelial, in vitro, de T. polysporum

em BDA adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum.
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Grafico 3 - Andlise do indice de Velocidade de Crescimento, in vitro, de T. polysporum em BDA
adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum.
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5.2 Avaliagao do crescimento micelial de T. polysporum e F. oxysporum sp. f.
passiflorae em meio de cultura BDA com extrato de Monotagma plurispicatum

A variagdo da média de crescimento de T. polysporum na testemunha, no
tratamento com 3% e 6% de extrato de M. plurispicatum foi baixa, sendo de 4,96
cm, 4,59 cm e 4,05 cm, respectivamente (tabela 2; grafico 4). Ja no tratamento com
10% do extrato vegetal, o crescimento do fungo apresentou uma queda de 3,42 cm
em comparagdo com a testemunha, chegando a um tamanho menor que F
oxysporum f. sp. passiflorae que estava na mesma placa (grafico 4). A diferenga de
crescimento é perceptivel uma vez que, no tratamento testemunha, ao final do
experimento, T. polysporum ja havia ocupado grande parte da placa, com uma
diferenca de 1,92 cm (gréfico 4) e estava comecando a inibir o crescimento de

Fusarium sp.
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Tabela 2 - Andlise da variagcdo de crescimento, PIC e IVCM de Trichoderma polysporum em meio
de cultura BDA com diferentes concentragdes de extrato aquoso foliar de Monotagma plurispicatum e

isolado de Fusarium sp.

Tratamento Cresc. Micelial (cm) PIC (%) [VCM (cm)
BDA 4,96 a 0,0001 c 0,33 ab
BDA + 3% ext. 4,59 ab 742 b 0,35 ab
BDA + 6% ext. 4,05 b 18,26 ab 0,48 a
BDA + 10% ext. 1,54 ¢ 70,98 a 0,22 b
CV (%) 2,65 14,19 2,60
P-valor 0,0000 0,0000 0,0131

Fonte: Autora, 2023.

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *CV = Coeficiente de variacdo; P = Variancia; BDA = Batata + Agar + Dextrose; ext =
extrato vegetal de Monotagma plurispicatum; Cresc. Micelial = Média do crescimento micelial do
fungo em centimetros; PIC = Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial; IVCM = indice de

velocidade de crescimento micelial;

Gréfico 4 - Analise do Crescimento Micelial, in vitro, de T. polysporum e F. oxysporum sp. f.

passiflorae em BDA adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum
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A inibicdo de crescimento de T. polysporum no tratamento com 10% de
extrato foi de 70,96%, e F. oxysporum f. sp. passiflorae foi de apenas 34,87%,
conferindo uma diferenca de 36,09%. Com a inibicdo de crescimento de T
polysporum sendo maior também no tratamento de 6% de extrato, o Unico
tratamento no qual Fusarium sp. teve maior inibicado foi no de 3% de extrato, com

uma diferenga de apenas 12,37% (grafico 5).
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Grafico 5 - Analise da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial, in vitro, de T. polysporum e

F. oxysporum sp. f. passiflorae em BDA adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum.
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Fonte: Autora, 2023.

No teste em que os dois fungos foram submetidos ao tratamento com

diferentes porcentagens de extrato vegetal em meio de cultura BDA na mesma

placa, o indice de Velocidade de Crescimento de T. polysporum n&o apresentou

diferenca estatistica entre a testemunha e o tratamento com 3% de extrato, houve

um aumento de velocidade no tratamento de 6% e uma queda no de 10% (tabela 2;

grafico 6). Ja para F. oxysporum sp. f. passiflorae a velocidade de crescimento se

manteve estavel na testemunha e nos 3 tratamentos sem variagao estatistica e

sempre maior que a de Trichoderma (tabela 3; grafico 6).
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Tabela 3 - Analise da variagdo de crescimento, PIC e IVCM de Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae em meio de cultura BDA com diferentes concentragdes de extrato aquoso foliar de

Monotagma plurispicatum

Tratamento Cresc. Micelial (cm) PIC (%) IVCM (cm)
BDA 3,04 a 0,0001 a 1,18 a
BDA + 3% ext. 2,43 bc 19,79 ab 1,17 a
BDA + 6% ext. 2,58 ab 15,01 a 1,19 a
BDA + 10% ext. 1,97 ¢ 34,87 b 1,21 a
CV (%) 2,82 24,34 5,32
P-valor 0,0012 0,0012 0,8854

Fonte: Autora, 2023.

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *CV = Coeficiente de variagdo; P = Variancia; BDA = Batata + Agar + Dextrose; ext =

extrato vegetal de Monotagma plurispicatum; Cresc. Micelial = Média do crescimento micelial do

fungo em centimetros; PIC = Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial; IVCM = indice de

velocidade de crescimento micelial;

Grafico 6 - Analise do indice de Velocidade de Crescimento, in vitro, de T. polysporum e F.

oxysporum sp. f. passiflorae em BDA adicionado de extrato de Monotagma plurispicatum.



34

1,4

121a

1.2 1,184 190

o
o0

048 a

=
'S

0,33 ab

indice de Velocidade de Crescimento
Micelial em centimetros
o o
N (e)]

0
BDA BDA+ BDA+ BDA+ BDA BDA'+ BDA+ EDA+
3% ext B%ext 10% ext 3%ext B%ext 10% ext

T. polysporum F. oxysporum T.
sp. passiflorae

Diferentes concentracoes de extrato de
Monotagma plurispicatum

Fonte: Autora, 2023.

6. DISCUSSAO

No primeiro experimento in vitro em que Trichoderma polysporum foi
submetido a diferentes concentragées de extrato de Monotagma plurispicatum
diluido em meio de cultura agar, batata e dextrose nenhum dos tratamentos tiveram
maior crescimento do que na testemunha (8,15 cm), determinando assim que
nenhuma porcentagem induz o crescimento da espécie fungica in vitro. O
tratamento com 10% de extrato, promoveu crescimento de apenas 1,69 cm,
resultado que pode ter explicagao pela presenga de taninos na espécie vegetal, que
conferem a planta complexos insoluveis em agua, dificultando a ingestao pelo fungo
(Rocha et al., 2011; Monteiro et al., 2005; Bruneton, 1991). Além da influéncia da
temperatura da estufa, de 26°C, que pode ter provocado uma redu¢do no melhor

desenvolvimento do fungo ja que a temperatura € um dos principais fatores
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ambientais de interferéncia de crescimento fungico, sendo a temperatura 6tima de

armazenamento em torno de 35°C (Dhingra et al., 1985).

No segundo experimento, para analise do crescimento micelial de T
polysporum e F. oxysporum f. sp. passiflorae em meio de cultura BDA com extrato
de Monotagma plurispicatum, o T polysporum chegou a ocupar grande parte da
placa e comecgou a inibir o crescimento de F. oxysporum f. sp. passiflorae no
tratamento de 0% de extrato, sendo uma acgéo ja esperada, visto que a agéo
antagbnica de Trichoderma spp. ja foi comprovada em diferentes estudos, tanto pelo
impedimento da reconstrugdao da parede celular, vazamento de membrana ou pela
desordem metabdlica provocada no agente patégeno a partir da producado de
compostos microbianos (Fontes e Valadares-Inglis, 2020). Porém, a produgéo dessa
substancia pela espécie ou a sintetizacdo da mesma depende de estimulos
especificos, muitas vezes ndo sendo alcangcados em condicdes de laboratorio
(Zeilinger et al., 2016). Sendo necessario experimentos futuros em casa de
vegetacdo, pois a quantidade e o tipo de acido produzido também depende das
caracteristicas fermentativas microbianas e das condi¢des do solo (Camargo et al.,
1993).

Experimentos in vitro desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia e
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual da Regidao Tocantina do Maranhao
com concentragbes de 0, 4, 8 e 10% de extrato de Monotagma plurispicatum sobre
F. oxysporum f. sp. passiflorae e F. oxysporum f. sp. phaseoli ja demonstraram a
eficacia do extrato vegetal na inibicdo micelial dos fitopatdégenos (Cruz, 2022),
porém, a associagao entre a espécie Trichoderma polysporum com o extrato de
Monotagma plurispicatum para a inibicao de Fusarium sp. nao é viavel devido a um

possivel aumento no crescimento do fitopatdégeno.
7. CONCLUSAO

As concentragdes de 3, 6 e 10 % de extrato de Monotagma plurispicatum em
meio de cultura BDA promoveram inibicdo do crescimento micelial de Trichoderma
polysporum em comparagdo com a testemunha. O Crescimento Micelial e o indice
de Velocidade de Crescimento Micelial foram menores em 10% de extrato. No
experimento em que os dois fungos cresceram na mesma placa, houve maior

porcentagem de inibicdo de T. polysporum, com menor Crescimento Micelial,
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chegando ao fim do experimento menor que F. oxysporum f. sp. passiflorae.
Concluindo assim que a associagcao entre extrato de M. plurispicatum e T.
polysporum trabalhada nas condigdes desta pesquisa n&o é viavel para inibigao
micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae, necessitando do desenvolvimento de
outras pesquisas em casa de vegetagdo ou laboratério, em condigbes ambientais
mais favoraveis para o fungo como temperaturas mais elevadas e maior espacgo de

crescimento.
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