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impacto da pesquisa na sociedade, relacionado aos Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

Impacto Potencial dessa Pesquisa:

A pesquisa desta tese promete um impacto abrangente nas praticas agricolas
sustentaveis do cultivo de amendoim, seja reduzindo o uso de pesticidas ou
complementando-o com abordagens biologicas, assim contribuindo para a
preservacao ambiental. Ela se concentra na eficacia dos fungos entomopatogénicos
endofiticos no controle de pragas larvais desfolhadoras. Além disso, a pesquisa
destaca a combinagdo de Trichoderma com fungicidas, visando controlar as
cercosporioses e aprimorar a produtividade e qualidade das colheitas. Além disso,
demonstrar o uso de Trichoderma para reduzir aflatoxinas e tornar os amendoins mais
seguros para o consumo humano, tendo um impacto altamente benéfico na saude
publica.

Potential Impact of this Research:

The research in this thesis promises a comprehensive impact on sustainable
agricultural practices in peanut cultivation, either by reducing pesticide usage or
complementing it with biological approaches, thereby contributing to environmental
preservation. It focuses on the effectiveness of endophytic entomopathogenic fungi in
controlling defoliating larval pests. Additionally, the research highlights the combination
of Trichoderma with fungicides, aiming to control cercosporiosis and enhance crop
productivity and quality. Furthermore, it demonstrates the use of Trichoderma to
reduce aflatoxins, making peanuts safer for human consumption and resulting in a
highly beneficial impact on public health.
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Daher ist die Aufgabe nicht sowohl zu sehen was noch keiner gesehen
hat, als bei Dem was Jeder sieht, zu denken was noch Keiner gedacht

hat. (Arthur Schopenhauer)

So, the problem is not so much to see what nobody has yet seen, as to
think what nobody has yet thought concerning that which everybody sees.

(Arthur Schopenhauer)

1851, Title: Parerga und Paralipomena: Kleine Philosophische Schriften, Author: Arthur Schopenhauer, Volume 2, Section: 76,

Quote Page 93, Publisher: A. W. Hayn, Berlin.
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CONTROLE BIOLOGICO NA CULTURA DO AMENDOIM: O POTENCIAL DE
Trichoderma spp. E FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA O MANEJO DE
PRAGAS E DOENCAS

RESUMO GERAL

Esta tese de doutorado investigou o potencial e os desafios do uso de fungos
entomopatogénicos e Trichoderma no manejo de pragas e doengas na cultura do
amendoim. Com o objetivo de oferecer ferramentas sustentaveis e eficazes em
conjunto ou ndo aos pesticidas quimicos, este estudo apresenta trés abordagens
principais. No Capitulo Il, foi investigado o uso de fungos entomopatogénicos,
Metarhizium, Beauveria e Cordyceps, como endofiticos no controle de pragas larvais
do amendoim. Descobrimos que a alimentacdo com plantas inoculadas com fungos
resulta em uma menor taxa de crescimento larval, maior mortalidade e menores pesos
larval e pupal em comparag¢do com o controle, destacando o potencial desses fungos
como agentes de controle biolégico. No Capitulo Ill, foi avaliado a a eficacia da
combinacdo de Trichoderma com dois fungicidas comuns, Chlorothalonil e
Difenoconazole, no controle das cercosporioses no amendoim. Os resultados desse
trabalho indicam que a combinacdo de Trichoderma com fungicidas proporcionaram
um melhor controle de doengas e um rendimento de plantas superior em comparagao
com o uso isolado dos fungicidas. Este achado destaca o valor do Trichoderma no
controle de doencas do amendoim, além de poder aumentar a eficiéncia da
produtividade do amendoim associado aos fungicidas convencionais. Por fim, No
Capitulo 1V foi avaliado o uso de Trichoderma no controle da infeccéo pré-colheita de
amendoins por Aspergillus flavus. A aplicacao de Trichoderma resultou em uma menor
contaminacgao por aflatoxinas comparado aos fungicidas, evidenciando seu potencial
papel na garantia da seguranca alimentar e aumento da produtividade da cultura do
amendoim. Em conjunto, os resultados apresentados nesta tese destacam o papel
critico que os fungos entomopatogénicos e Trichoderma spp. podem desempenhar no
manejo sustentavel de pragas e doencas na cultura do amendoim, enquanto também
apontam para os desafios que ainda precisam ser superados para a implementacao
eficaz dessas estratégias bioldgicas.

Palavras-chave: Biopesticidas, Amendoim, Micotoxinas, endofitismo.
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BIOLOGICAL CONTROL IN PEANUT CROP: THE POTENTIAL OF Trichoderma
spp. AND ENTOMOPATHOGENIC FUNGI FOR PEST AND DISEASE
MANAGEMENT

GENERAL ABSTRACT

This doctoral thesis investigated the potential and challenges of using
entomopathogenic fungi and Trichoderma in the management of pests and diseases
in peanut cultivation. With the aim of providing sustainable and effective tools, either
alone or in conjunction with chemical pesticides, this study presents three main
approaches. In Chapter Il, the use of entomopathogenic fungi, Metarhizium,
Beauveria, and Cordyceps, as endophytes in controlling peanut larval pests was
investigated. It was found that feeding on plants inoculated with fungi resulted in lower
larval growth rates, higher mortality, and lower larval and pupal weights compared to
the control, highlighting the potential of these fungi as biological control agents. In
Chapter Ill, the effectiveness of combining Trichoderma with two common fungicides,
Chlorothalonil and Difenoconazole, in controlling peanut cercosporiosis was
evaluated. The results of this work indicate that the combination of Trichoderma with
fungicides provided better disease control and higher plant yields compared to the
use of fungicides alone. This finding underscores the value of Trichoderma in peanut
disease control and its potential to enhance peanut productivity when used alongside
conventional fungicides. Finally, in Chapter IV, the use of Trichoderma in controlling
pre-harvest infection of peanuts by Aspergillus flavus was assessed. The application
of Trichoderma resulted in lower aflatoxin contamination compared to fungicides,
demonstrating its potential role in ensuring food safety and increasing peanut crop
productivity. Taken together, the results presented in this thesis highlight the critical
role that entomopathogenic fungi and Trichoderma spp. can play in the sustainable
management of pests and diseases in peanut cultivation, while also pointing out the
challenges that still need to be overcome for the effective implementation of these
biological strategies.

Keywords: Biopesticides, Peanut, Mycotoxins, Endophytism.
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CAPITULO | - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO GERAL

O Amendoim (Arachis hypogaea) € uma fonte rica de proteina e uma cultura
oleaginosa vital cultivada em mais de 100 paises, com China, india e Estados Unidos
liderando a producado (Faostat, 2023). O Brasil, principalmente em S&o Paulo, € um
importante contribuinte na América do Sul (Conab, 2023).

Embora as lavouras de amendoim desempenhem um papel crucial na
agricultura global, enfrentam desafios significativos devido a pragas e doencas que
afetam tanto o rendimento quanto a qualidade (Waliyar et al., 2015).

Para atender a crescente demanda por alimentos, agricultores ainda dependem
amplamente de fertilizantes quimicos e pesticidas em praticas agricolas intensivas
(Sharma et al., 2020). No entanto, hd uma crescente énfase na busca por métodos de
manejo de pragas e doencas mais sustentaveis e ecologicamente corretos na
agricultura (Pretty, 2008).

O uso tradicional de produtos quimicos para controlar esses problemas tem
suscitado preocupacdes devido as questdes ambientais e de saude (Damalas e
Eleftherohorinos, 2011). Por isso, tem havido um redirecionamento da atencdo para
métodos de controle biolégico como alternativas sustentaveis (Kesavan e
Swaminathan, 2008). Uma area de pesquisa promissora é a exploracédo do potencial
de agentes de controle biol6gico, como fungos entomopatogénicos e Trichoderma, no
manejo de pragas e doencas em lavouras de amendoim (Basu et al., 2021).

Entre as principais doencas que afetam as lavouras de amendoim, encontram-
se as cercosporioses, conhecidas como mancha preta e mancha castanha, causadas
por Mycosphaerella arachidicola e Nothopassalora personata, respectivamente.
Essas doencas podem resultar em graves perdas de produtividade (Subrahmanyam
et al., 1984). Além disso, pragas como Enneothripes enigmaticus e lagartas
desfolhadoras representam ameacas significativas para a produtividade das lavouras
de amendoim (Michelotto et al., 2012; Michelotto et al., 2015).

No entanto, devido a resisténcia das pragas aos produtos quimicos, 0sS
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principais fabricantes de produtos quimicos podem hesitar em investir no
desenvolvimento de novos produtos devido ao tamanho relativamente pequeno do
mercado de amendoim em comparagdo com outras culturas. Além disso, 0s custos
iniciais de registro de produtos quimicos e as restricdes de residuos de agroquimicos
em mercados internacionais podem tornar essa abordagem insustentavel a longo
prazo.

Portanto, é necessario um esfor¢o de pesquisa mais direcionado para aumentar
0 numero e a acessibilidade de ferramentas sustentaveis no manejo integrado de
pragas e doencas, garantindo a sustentabilidade a longo prazo dos sistemas de
producdo de amendoim. A dependéncia excessiva do controle quimico pode tornar 0s
sistemas de producdo de amendoim vulneraveis a perdas de rendimento.

O fungo Trichoderma spp., por exemplo, demonstrou grande potencial como
agente de controle bioldgico devido as suas propriedades antagonistas contra varios
fitopatégenos do solo (Tyskiewicz et al.,, 2022). Portanto, sua contribuicdo para o
manejo de doencas em lavouras de amendoim €& uma &rea de pesquisa em
andamento (Zin e Badaluddin, 2020).

Além disso, fungos entomopatogénicos, especificamente dos géneros
Metarhizium e Beauveria, tém a capacidade de colonizar plantas endofiticamente e
protegé-las contra diversas pragas (Jaber e Enkerli, 2017; Vega et al., 2018).

Esta tese concentra-se na analise dos impactos desses fungos em pragas
larvais desfolhadoras do amendoim, com énfase nas diferencas nas taxas de
crescimento larval, mortalidade, peso das pupas, consumo foliar e tempo de
desenvolvimento larval.

Além disso, este estudo investiga a eficacia da combinagéo de Trichoderma
spp. com fungicidas convencionais, Clorotalonil e Difenoconazol, no controle de
cercosporioses. Pesquisas anteriores reconheceram as propriedades de biocontrole
do Trichoderma e seu potencial para melhorar a eficiéncia de fungicidas
convencionais (Harman et al., 2004).

Outro aspecto critico abordado nesta tese é o potencial do Trichoderma como
agente de biocontrole na reducao da infeccéo por Aspergillus flavus em amendoins
durante a pré-colheita. A. flavus é conhecido por produzir aflatoxinas prejudiciais que

representam riscos significativos para a saude e a seguranca alimentar (Kumar et al.,
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2017).

Em resumo, esta tese visa explorar abrangentemente o potencial e os desafios
do uso de fungos entomopatogénicos e Trichoderma spp. no manejo sustentavel de
pragas e doencas na cultura do amendoim.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma planta oleaginosa de relevante
importancia econdmica, podendo ser cultivada em todas as regides do Brasil. Até o
inicio dos anos 1970, o Brasil foi um importante produtor de amendoim, com Sao Paulo
e Parana sendo os principais estados produtores, responsaveis por 90% da producao
nacional.

No entanto, na mesma década, varios fatores politicos e econbmicos
contribuiram para uma mudanca na imagem da producdo e consumo do amendoim
no Brasil, com a expansédo da soja ganhando destaque (Freitas et al., 2005; Freitas e
Mendonca, 2016). O amendoim se encontra em ampla expansdo no Brasil,
principalmente pelas perspectivas de exportacéo, crescimento do mercado interno e
ampliacdo das areas de cana-de-acucar para producédo de etanol (Barreto, 2007).

A safra de 2021-2022 no Brasil produziu 746,7 mil toneladas de amendoim, um
aumento de 149,8 mil toneladas em relacdo a safra anterior (Conab, 2023). O
amendoim brasileiro possui destague nas exportacdes. Em 2022, foram exportadas
pouco mais de 285 mil toneladas de amendoim em grdo, 11% a mais do volume
registrado no ano anterior, representando US$332 milhdes, total 0,6% superior aos
valores computados em 2021. (Conab, 2023).

O amendoim teve um impacto significativo na producéo de oleo comestivel do
Brasil até que a safra de soja ganhou supremacia no mercado. Segundo dados da
Seab (2023), O levantamento realizado em fevereiro de 2023, que foi o terceiro para
a cultura do amendoim, apresentou resultados superiores aos da safra anterior, com
um aumento de 6% na produtividade.

As estimativas mostraram que a area em producéo estava 2,7% maior do que
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na safra anterior, e a previsdo de producao foi de 724,1 mil toneladas, com um
aumento de 8,9% em relacdo a safra 2021/22. As cinco principais regides de plantio
nessa safra foram Tupd, Marilia, Presidente Prudente, Jaboticabal e Assis, que
representaram juntas 54,9% da producéo paulista.

Devido ao sistema de producdo rotativo, a maioria dos produtores de
amendoim, incluindo pequenos e médios produtores, sdo arrendatarios em areas de
renovacao dos canaviais e pastagens. Nas areas de producdo de cana-de-agucar,
cerca de 15% a 20% da area plantada € destinada ao cultivo de amendoim a cada
ano (Santos et al., 2021).

A cultura do amendoim tem despertado um crescente interesse econdémico,
uma vez que sua exploracdo comercial se mostra uma opcéo viavel para a agricultura
irrigada e possui um consideravel potencial de expansao. O plantio do amendoim é
recomendado além da renovacdo de canaviais, para recuperacdo de pastagens
degradadas e integracdo lavoura-pecuaria, 0 que o torna uma espécie com grande
potencial no mercado agricola (Macedo e Araujo, 2012).

Botanicamente, os amendoins sé&o categorizados em trés grupos principais: o
tipo Virginia abrange plantas com diferentes alturas de crescimento, incluindo baixas,
semi-baixas e ands, com colheita tardia e um ciclo longo de 120 a 140 dias, produzindo
duas sementes por vagem.

Os tipos Valéncia e Espanhdis representam variedades que crescem de forma
ereta ou semi-vertical e tém um periodo de desenvolvimento mais curto, cerca de 90
a 100 dias. As variedades do grupo Espanhol tém frutos com sementes de tamanho
pequeno a médio, enquanto as vagens do grupo Valéncia contém de 2 a 4 sementes
em cada uma (Godoy et al., 2005).

De acordo com Santos et al. (2021), a planta do amendoim & herbacea, com
habito de crescimento ereto ou prostrado, anual, e seu ciclo varia entre 90 e 160 dias,
com altura variando entre 15 e 50 cm, dependendo do habito de crescimento. O
amendoim é uma planta alotetraploide, que se reproduz principalmente por
autopolinizacao (Santos et al., 2005).

A planta possui folhas compostas e pinadas, com dois pares de foliolos
inseridos em um peciolo de 4 a 9 cm. Os foliolos sao dispostos de forma oposta e

podem ter formas elipticas ou lanceoladas, dependendo da cultivar. Os estdmatos
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estdo presentes nas duas superficies das folhas, tanto na adaxial quanto na abaxial
(Nogueira e Tavora, 2005).

O amendoim é uma fonte versatil de nutrientes e tem vérias aplicacdes,
destacando-se 0 consumo in natura, seja na forma de gréos cozidos ou torrados. Além
disso, é amplamente utilizado na producédo de produtos como farinha, 6leo e farelo, e
também na industria farmacéutica. Sua composicao é rica em vitamina E e proteinas,
tornando-o uma importante fonte de energia e aminoacidos na alimentacdo humana
(Ramos e Barros, 2014).

2.2 Doencgas do amendoim — Cercosporioses

As cercosporioses, representadas pelas doencas mancha castanha
(Cercospora arachidicola Hori) e mancha preta (Nothopassalora personata - Berk. &
M.A. Curtis) U. Braun, C. Nakash., Videira & Crous, sao problemas fitossanitarios que
afetam significativamente a cultura do amendoim (A. hypogaea L.) (Meswaet et al.,
2021).

As cercosporioses, também sao conhecidas como manchas de cercospora,
recebem diferentes nomes em regides e paises, como early e late leaf spots, pinta
preta, mancha preta e castanha, viruela del mani, Tikka disease, Mycosphaerella leaf
spots, entre outras denominacgdes (Pio-Ribeiro et al., 2013).

A presenca dessas doencas em areas de cultivo pode acarretar prejuizos
econdmicos significativos de pelo menos 50% na producdo em lavouras comerciais,
e em campos de pesquisa, ja foram relatadas perdas totais na produtividade de graos
devido a mancha-preta (Shokes e Culbreath, 1997).

Se o amendoim for continuamente cultivado na mesma area sem qualquer
rotacdo de culturas, a gravidade dessas doencas pode aumentar significativamente,
reduzindo o rendimento devido a queda de folhas (Parvin et al., 2022). Em alguns
casos, a defoliacdo severa pode resultar em perdas de producao superiores a 70%
(Parvin et al., 2022).

Ambas as doencas podem infectar qualquer parte da planta acima do solo, mas
as manchas nas folhas séo o sinal mais evidente. Os sintomas nas folhas geralmente
aparecem entre 30 e 50 dias ap6s o plantio, com manchas de cor castanha ou preta

na superficie superior das folhas (Parvin et al., 2022).
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Sob condi¢des meteoroldgicas favoraveis, com elevadas precipitacdes pluviais
e temperaturas adequadas na época de cultivo, esses patégenos tornam-se as mais
importantes doengas da cultura, ocorrendo de forma generalizada em praticamente
todos os campos de cultivo, variando em intensidade conforme o local e a época de
plantio (Damicone, 2017).

Nas condi¢cbes de cultivo em Séo Paulo, a cercosporiose tem se mostrado
predominante e mais severa entre as doencas foliares do amendoim (Moraes e
Godoy, 1997).

E raro encontrar uma cultura em fim de ciclo sem sintomas dessas doencas.
Além disso, a desfolha precoce das plantas pode aumentar significativamente as
perdas devido ao apodrecimento de vagens e ginéforos, especialmente em casos de
atraso na colheita devido a excesso de chuvas, o que é relativamente comum no
estado (Barreto, 2005).

A mancha-castanha e a mancha-preta conseguem sobreviver de um ciclo de
cultivo ao outro por meio das chamadas "pontes verdes", que sao tigueras de
amendoim que nascem voluntariamente e permanecem na entressafra da cultura,
permitindo que o fungo se alimente e se reproduza nesse periodo.

Além disso, as estruturas de sobrevivéncia desses fungos podem permanecer
em vagens e sementes armazenadas. As infec¢des primarias tém origem nos conidios
das tigueras, caules e outros tecidos contaminados, que sdo veiculados pela parte
externa das sementes, servindo como meio de transporte (Pio-Ribeiro et al., 2013).

As infeccbes secundarias comecam apOs a producdo de indculo pelas
infeccbes priméarias e sua subsequente disseminacdo. Essa disseminacdo ocorre
através do vento, respingos de &agua, insetos e movimentacdo mecanica, como
pessoas e maquinario agricola.

Uma vez depositados na superficie da folha, os conidios germinam em
aproximadamente 6 a 9 horas, formando tubos germinativos que penetram na folha
por meio dos estdmatos ou das ceélulas da epiderme. Dentro de 14 dias, os primeiros
sintomas podem ser observados.

No controle das doengas na cultura do amendoim, entre outras medidas, sao
realizadas aplicagOes de fungicidas geralmente em intervalos de cerca de 15 dias,

com inicio aos 40-45 dias ap0s a semeadura. No entanto, essa abordagem tem gerado
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problemas, como aplicacfes inadequadas em momentos cruciais para o controle das
doencas (Ruas, 2014).

Segundo Moraes e Godoy (1997), o limite de 5 a 15% de foliolos infectados
pela mancha-preta, obtidos por amostragens, pode ser usado como regra para indicar
a data da primeira pulverizacao com fungicida.

No estudo conduzido por Ruas (2014) foi avaliado o fungicida Clorotalonil e
uma combinacdo de Epoxiconazol + Piraclostrobina em intervalos de 15 dias em
plantios localizados em Jaboticabal e Ibitinga, Estado de S&do Paulo. Concluiu-se que
sdo necessarias pelo menos cinco aplicacdes de Epoxiconazol + Piraclostrobina,
combinadas com Clorotalonil, para um controle eficiente das cercosporioses na cultura
do amendoim.

No estudo realizado por Moraes et al. (2001), a eficacia de quatro fungicidas
no controle da mancha preta e verrugose do amendoim foi avaliada. Foram testados
tratamentos convencionais com quatro pulverizacdes fixas e um controle monitorado,
onde as pulverizacdes ocorreram quando a incidéncia de doencas atingiu niveis
especificos.

Os fungicidas triazéis (Tebuconazole, Difenoconazole e Propiconazole) no
controle monitorado reduziram significativamente o nimero de aplicacdes necessarias
em comparacao ao controle convencional, com resultados notaveis.

O Tebuconazole foi mais eficaz contra a mancha preta, enquanto o
Difenoconazole se destacou no controle da verrugose. Isso sugere que 0 controle
monitorado com triazbis pode ser uma abordagem eficiente para reduzir o uso de
fungicidas sem comprometer os rendimentos da cultura. Barreto et al. (2007)
observaram, em ensaio realizado, que o fungicida Clorotalonil sozinho ou em mistura
proporcionou melhor controle das cercosporioses e maior producéo.

A caracterizacdo dos patdégenos causadores das cercosporioses é fundamental
para um melhor entendimento da diversidade genética e da viruléncia desses fungos.
Estudos moleculares tém sido realizados para identificar as espécies de Cercospora
presentes nas plantacdes de amendoim (Orner et al., 2015).

Essas analises tém permitido aprofundar o conhecimento sobre a
epidemiologia das cercosporioses e as estratégias de manejo mais adequadas.

No estudo de Souza (2018) foram testados fungicidas para o controle das
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doencas mancha-castanha e mancha-preta no amendoim, incluindo Oxicloreto de
Cobre SC, tanto isoladamente como em combinagéo com outros produtos.

Os resultados mostraram que o Oxicloreto de Cobre SC foi eficaz na inibigao
da germinacdo de conidios da mancha-preta, sendo comparavel ao fungicida
Chlorothalonil. No entanto, seu uso isolado néo foi totalmente satisfatorio.

Quando combinado com outros fungicidas em campo, o Oxicloreto de Cobre
SC demonstrou ser uma medida complementar eficaz no controle das cercosporioses
na cultura do amendoim.

N&o foram observadas melhorias significativas com a adicao de silicio. O autor
sugere que o uso estratégico do Oxicloreto de Cobre SC, em conjunto com outros
fungicidas, pode ser Gtil no manejo dessas doencas, mas o controle eficaz requer
abordagens multiplas.

Em outro estudo conduzido por Oliveira et al. (2017) sobre as cercosporioses
no amendoim, foram avaliadas em quatro genétipos de amendoim os tratamentos com
os fungicidas Clorotalonil e Oxicloreto de Cobre, além de um grupo de controle sem
fungicida. As avalia¢cBes revelaram que uma Unica aplicacao de fungicida nao foi eficaz
para reduzir os danos causados pelas cercosporioses em todos 0s genotipos.

No entanto, o Clorotalonil teve um desempenho ligeiramente melhor do que o
Oxicloreto de Cobre em um dos gendtipos (2013-425 OL). Os autores destacam a
dificuldade de controlar as cercosporioses com uma Unica aplicacdo de fungicida,
sendo necessarias estratégias adicionais para gerenciar essas doencgas.

Em outro estudo, Fonseca et al. (2020) testaram alguns adjuvantes em conjunto
com fungicidas para controlar as cercosporioses. O programa que incluiu os
adjuvantes Difere® e Oxiativo® resultaram nas maiores produtividades e mostraram-
se eficazes no controle da doencga. A adi¢cdo de Oxiativo® as aplicagdes melhoraram
0 controle das cercosporioses no amendoim.

A suscetibilidade e resisténcia das cultivares de amendoim as cercosporioses
também tém sido objeto de pesquisa. Ensaios em casa de vegetacdo e em campo
tém demonstrado que algumas variedades sdo mais resistentes a essas doencas do
gue outras, indicando a possibilidade de selecionar genotipos com maior tolerancia as
infec¢des (Favero, et al., 2009). Essa abordagem pode ser Gtil no desenvolvimento de

novas cultivares de amendoim que sejam menos afetadas pelas cercosporioses.
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O manejo eficiente das cercosporioses no amendoim envolve a combinacéo de
varias estratégias, visando reduzir a incidéncia e severidade das doencas. O uso de
cultivares resistentes, praticas adequadas de manejo agrondmico, como a rotacdo de
culturas e o controle de plantas voluntarias, além do uso de fungicidas e de agentes
de controle biolégico tém sido propostos como medidas de controle (Cerioni et al.,
2015).

A combinacdo dessas estratégias pode contribuir para a reducao do impacto
das cercosporioses nas lavouras de amendoim. Além disso, a prevencdo e
monitoramento constante da presenca das cercosporioses em areas de cultivo sao
essenciais para uma intervencéo rapida e eficaz.

A deteccdo precoce das doencas permite a adocdo de medidas de controle
adequadas, evitando a disseminacao dos patégenos e minimizando os danos a cultura
(Silva et al., 2019).

Em um cenario de mudancas climaticas e crescente pressao para a reducao
do uso de agroquimicos, o desenvolvimento de cultivares de amendoim mais
resistentes as cercosporioses e 0 uso de praticas sustentaveis de manejo sao
estratégias fundamentais para a viabilidade e sustentabilidade da producéo agricola.

A pesquisa continua nessa area € essencial para o desenvolvimento de novas
tecnologias e abordagens eficazes no controle das cercosporioses no amendoim,

garantindo a oferta de alimentos seguros e de qualidade para a populagao.

2.3 Aflatoxinas no amendoim

O amendoim é um dos hospedeiros mais suscetiveis ao Aspergillus flavus,
resultando em contaminacdo por aflatoxinas. As aflatoxinas tém atraido atencéo
global devido aos seus efeitos toxicologicos em seres humanos e animais.

Elas podem causar defeitos no desenvolvimento, supressdo do sistema
imunoldgico, cancer e até mesmo morte em casos graves de exposi¢do aguda (Nakai
et al., 2008; Bhat et al., 2010; Michael et al., 2010).

Os fungos A. flavus e Aspergillus parasiticus sdo os principais produtores de
aflatoxinas (Klich, 2007; Varga et al.,, 2011). A contaminacgdo por aflatoxinas em

amendoins pode ocorrer no campo antes da colheita, durante a colheita ou apés a
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colheita e é afetada por muitos fatores.

Os fatores de pré-colheita incluem cultivares de amendoim, tipo de solo,
espécies de fungos, clima, condi¢cdes climaticas, praticas agricolas, producdo de
fitoalexinas, atividade da agua e maturidade dos amendoins; o momento ideal de
colheita e a secagem oportuna dos amendoins sdo os principais fatores durante a
colheita; as condicbes de armazenamento e transporte sdo 0s principais fatores que
resultam na contaminacdo por aflatoxinas apos a colheita dos amendoins (Cotty e
Jaime-Garcia, 2007).

Até o momento, foi identificado 18 variantes das aflatoxinas, sendo trés delas
particularmente significativas em relacdo a seguranca alimentar: a série B (AFB1 e
AFB2), a série G (AFG1 e AFG2) e a série M (AFM1 e AFM2). As aflatoxinas s&o
produzidas principalmente por dois tipos de fungos, A. flavus e A. parasiticus.

A. flavus gera aflatoxinas da série B, enquanto A. parasiticus é responsavel
tanto pelas da série B quanto pelas da série G. A designacdo "B" e "G" esta
relacionada as cores de fluorescéncia azul e verde que essas aflatoxinas exibem
quando expostas a luz ultravioleta (Norlia et al., 2019). Os nimeros em subscrito
indicam as aflatoxinas principais e secundarias, respectivamente (Dhanasekaran et
al., 2011).

Dentre essas aflatoxinas, a AFB1 é classificada como um carcinébgeno do
Grupo 1 pela IARC (1993) devido as solidas evidéncias de sua capacidade de causar
cancer em seres humanos. Quando os animais consomem alimentos contaminados
com AFB1 e AFB2, essas substancias sdo metabolizadas em seus corpos, resultando
na presenca de derivados hidroxilados, conhecidos como AFM1 e AFM2, no leite
produzido por esses animais (Norlia et al., 2019).

Na década de 1980, muitos pesquisadores tentaram encontrar cultivares de
amendoim resistentes a contaminacao por A. flavus e a formagéo de aflatoxinas, mas
falharam devido a complexidade dos fatores que influenciam o crescimento e a
distribuicdo do fungo e a formacédo de aflatoxinas (Azaizeh et al., 1989). Nos ultimos
anos, a tecnologia transgénica tem sido amplamente utilizada para melhorar as
cultivares. Amendoins transgénicos contendo o gene Bt (Bacillus thuringiensis)
apresentaram niveis significativamente mais baixos de aflatoxinas do que amendoins

nao transgénicos em analises preliminares de dados transformados em logaritmo
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(Ozias-Akins et al., 2002).

Guo et al. (2008) identificaram o0s genes relacionados a resisténcia em
amendoins contra a infecgdo por A. parasiticus e subsequente contaminag&o por
aflatoxinas, e desenvolveram um “microarray” de amendoim para identificar genes
candidatos que conferem resisténcia a infeccao por A. flavus (Guo et al., 2011). Além
disso, a melhoria das cultivares na resisténcia a doencas pode reduzir
significativamente a incidéncia de contaminacdo fingica em comparacdo com as
variedades ndo melhoradas (Mutegi et al., 2012).

As plantas de amendoins podem crescer em diferentes tipos de solo, como solo
arenoso leve e solos mais pesados. O solo arenoso leve beneficia a rapida
proliferacdo de A. flavus, especialmente em condicbes de seca no periodo de
crescimento posterior. Por outro lado, solos mais pesados podem reduzir o nivel de
contaminacdao por aflatoxinas em amendoins cultivados devido a maior capacidade de
retencdo de agua (Torres et al., 2014).

O solo é um reservatorio de diversos microrganismos, incluindo fungos, e os
amendoins estdo em contato direto com populacdes de fungos aflatoxigénicos (Horn
e Pitt, 1997). Fungos contaminantes comuns de amendoins incluem espécies de
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Youssef et al., 2008). Muitos estudos relataram
que A. flavus e A. parasiticus sdo as duas espécies de fungos intimamente
relacionadas que invadem amendoins e subsequentemente os contaminam com
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (Vaamonde et al., 2003; Mutegi et al., 2012).

A presenca de outros fungos, como espécies de Penicillium e Fusarium, reduz
a producao de aflatoxinas devido a inibicdo competitiva (Horn e Dorner, 1998). Além
disso, diferentes tipos morfolégicos da mesma espécie também afetam a
contaminacgao por aflatoxinas em amendoins, como A. flavus, que possui dois tipos,
as cepas S e L. A incidéncia da cepa S de A. flavus tem uma forte relagdo com a
contaminacdo de amendoins por aflatoxinas, enquanto a cepa L ndo apresentou
correlagdo positiva com os niveis totais de aflatoxinas em amendoins (Mutegi et al.,
2012).

Marsh e Taylor (1958) relataram que a contaminacao por aflatoxinas ocorreu
na maioria das areas de cultivo, mas a incidéncia mais alta de aflatoxinas estava nas

regides mais quentes e umidas e seguia o0 mesmo padrao geografico.
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O fungo A. flavus pode ser isolado do solo em todas as zonas climaticas, sendo
isolado com mais frequéncia em zonas de temperatura mais elevada do que em zonas
tropicais ou de temperatura mais fria. E bastante raro em latitudes acima de 45° (Klich,
2002). Portanto, a contaminacgdo por aflatoxinas em amendoins é frequentemente
encontrada em latitudes abaixo de 35° (Logrieco e Visconti, 2004).

Sanders e colegas (1985) descobriram que a contaminacao por aflatoxinas nem
sempre esta diretamente correlacionada com a incidéncia de invaséo por A. flavus.
Cole et al. (1985) sugeriram que, ap0s a invasdo de fungos aflatoxigénicos, o
crescimento dos fungos e a producédo de aflatoxinas s6 podem ocorrer quando um
mecanismo de resisténcia natural se quebra como resultado do estresse ambiental
(seca e alta temperatura). A seca e 0 estresse térmico sdo fatores comuns na
contaminagao por aflatoxinas em amendoins (Craufud et al., 2006).

Cole et al. (1984) relataram que o estresse por seca e a temperatura do solo
de 29 °C proximo aos 100 dias resultaram no maior nimero de amendoins comestiveis
colonizados e altos niveis de aflatoxinas. O estresse de final de temporada e a
temperatura do solo elevada sdo mais benéficos para a promoc¢ao da contaminagéo
por aflatoxinas (Bankole et al., 2006).

A razao para isso € que o0 estresse por seca induz um aumento significativo do
aminoacido prolina nas plantas, o que pode aumentar a producdo de aflatoxinas
(Payne e Hagler, 1983). Portanto, a precipitacdo adequada pode controlar ou reduzir
a producdo de aflatoxinas em amendoins. Além disso, a contaminacéo foi encontrada
principalmente em areas onde os amendoins sdo cultivados sob condi¢des de chuva
em comparacao com aqueles cultivados sob irrigacao (Reddy et al., 2003).

Praticas agricolas inadequadas, incluindo rotacdo de culturas, preparo do solo,
data de plantio, irrigacéo e fertilizacado, também podem aumentar a incidéncia de A.
flavus e a contaminacédo por aflatoxinas em amendoins (Torres et al., 2014). A
continua cultura de amendoins na mesma terra pode resultar na alta infeccdo por
fungos e contaminacao por aflatoxinas (Ortiz et al., 2011).

A rotacdo de culturas pode reduzir a taxa de sobrevivéncia entre safras de
diferentes espécies/cepas, especialmente se envolver culturas que ndo séao
hospedeiras para espécies de Aspergillus (Mutegi et al., 2012). No entanto, os efeitos

da rotacédo de culturas na contaminacdo por aflatoxinas dependem do ambiente de
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plantio; por exemplo, em um ambiente semiarido, as popula¢cdes de Aspergillus podem
ser muito altas, e a rotacdo de culturas pode ter pouca influéncia na atividade fungica
(CAC, 2004).

Em areas néo inoculadas e ndo pulverizadas com inseticidas, uma populacao
densa de plantas ou a reducéo da fertilizacdo parecem ter uma influéncia positiva na
incidéncia de contaminacao por aflatoxinas (Anderson et al., 1995).

Os insetos podem desempenhar um papel importante na contaminagédo por
aflatoxinas, pois quase todas as aflatoxinas foram encontradas em areas danificadas
por insetos. Os insetos danificam o tecido dos amendoins, criando portais de entrada
para o fungo e, em seguida, levam a producao elevada de aflatoxinas nos amendoins
(Anderson et al., 1995).

Muitos estudos relataram que alguns inseticidas e fungicidas podem inibir o
crescimento de fungos aflatoxigénicos e subsequente biossintese de aflatoxinas no
campo (D'Mello et al., 1998; Lee et al., 2001; Dorner et al., 2003). Bowen e Mack
(1993) utilizaram inseticida para tratar amendoins durante o cultivo e reduziram os
niveis de infecgdo por A. flavus e contaminacao por aflatoxinas.

Além disso, o plantio precoce no momento ideal, o plantio racional, a fertilizacédo
cientifica e uma gestdo adequada do campo sdo necessarios para reduzir a
contaminacdo por aflatoxinas em amendoins.

Fitoalexinas séo substancias antimicrobianas sintetizadas por plantas que se
acumulam rapidamente em areas de infec¢cdo por patdgenos. Embora a natureza
quimica das fitoalexinas ndo tenha sido determinada, foi demonstrado que o0s
amendoins produzem fitoalexinas quando desafiados por varias espécies de fungos,
incluindo A. flavus (Aguamah et al., 1981; Wotton e Strange, 1985).

Foi verificado ja em 1972 que a resisténcia de vagens imaturas de amendoim
a fungos era devida a fitoalexinas produzidas em grandes quantidades em resposta a
infeccéo por fungos (Vidhyasekaran et al., 1972).

Enguanto os amendoins tiverem a capacidade de produzir fitoalexinas, eles nao
serdo contaminados com aflatoxinas (Dorner et al., 1989). Em amendoins imaturos,
as aflatoxinas ndo se formam até que a producéo de fitoalexinas cesse em plantas
estressadas pela seca (Dorner et al., 1989).

A atividade da agua (aw) dos grdos de amendoim parece ser o fator mais
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importante no controle da capacidade dos grdos de produzir fitoalexinas. Os

amendoins produzem fitoalexinas suficientes em aw elevada (> 0,97) para inibir o

crescimento de A. flavus e subsequente contaminacao por aflatoxinas.
A medida que a aw dos gréos diminui, devido & seca prolongada, a capacidade

desses graos de produzir fitoalexinas também diminui e, eventualmente, se perde (aw

<0,95) (Dorner et al., 1989).

A contaminacdo de pré-colheita aparece primeiro e € mais concentrada em
gréos menores e imaturos. Varios estudos mostraram consistentemente que os niveis
de invasédo por A. flavus e contaminacao por aflatoxinas sdo mais altos em graos
menores e mais imaturos do que em grdos maduros (Hill et al., 1983; Cole et al., 1985;
Sanders et al., 1985).

Os amendoins imaturos perdem a capacidade de produzir fitoalexinas mais
rapidamente do que os amendoins maduros, levando a contaminagdo precoce. Além
disso, os amendoins maduros tém resisténcia sustentada a contaminacdo por
aflatoxinas, mesmo apds o desaparecimento da producédo de fitoalexinas (Dorner et
al., 1989). A contaminacao por aflatoxinas pode ocorrer se os amendoins ndo forem
colhidos a tempo ou se forem colhidos mecanicamente (Cole et al., 1995; Torres et
al., 2014).

O momento da colheita depende da maturidade dos amendoins e das
condi¢gBes climéticas durante a colheita. Vagens muito maduras ou imaturas na
colheita podem levar a alta contaminacao por aflatoxinas no produto final. A colheita
em clima seco ndo resulta em contaminacéo por aflatoxinas, mas é frequentemente
encontrada em clima muito imido (Kabak et al., 2006).

Danos mecanicos aos graos durante a escavacao e debulha dos amendoins os
tornam muito mais vulneraveis a invasao de fungos e subsequente contaminagao por
aflatoxinas (Heathcote e Hibbert, 1978).

Em geral, teores de umidade nos grdos de 10% ou mais em amendoins pos-
colheita estdo sujeitos a producdo de aflatoxinas. A secagem oportuna e a
manutencdo em niveis seguros de umidade podem controlar eficazmente a
contaminacao por aflatoxinas de amendoins apds a colheita (Torres et al., 2014).

Diener e Davis (1970) descobriram que a producdo de aflatoxinas pode ser
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prevenida por meio de secagem rapida para ou abaixo de aw de 0,83 para amendoins,

ou armazenamento a um teor de umidade abaixo de 10%, com aw < 0,78 (Dorner et

al., 1989). Portanto, o controle eficaz da contaminacao por aflatoxinas em amendoins
deve incluir secagem e armazenamento adequados.

Aflatoxinas néo séo degradadas pelo cozimento ou processamento normal de
amendoins, e produtos processados, como 6leo de amendoim, pasta de amendoim e
produtos de panificacdo, podem conter aflatoxinas (Norlia et al., 2019). Portanto, &
importante realizar analises de aflatoxina em produtos processados de amendoim

para garantir a seguranga alimentar.

2.4 Insetos pragas no amendoim

O amendoim (A. hypogaea L.) € uma cultura amplamente cultivada e de grande
importancia econdmica, porém, enfrenta inUmeros desafios relacionados ao ataque
de pragas, as quais podem causar desde danos pontuais até a completa destruicao
das plantas, resultando em perdas significativas na producéo.

Dentre as pragas relatadas, mais de 360 espécies de insetos tém sido
identificadas afetando a cultura do amendoim em diferentes localidades e periodos
(Michelotto e Carrega, 2019).

No Brasil, cerca de 20 espécies de insetos sao citadas como pragas que
atacam o amendoim em distintas fases de desenvolvimento das plantas. As perdas
decorrentes da presenca desses insetos podem ocorrer tanto de forma direta como
indireta. Na interferéncia direta, os insetos se alimentam das folhas, caules, raizes,
vagens ou sementes, comprometendo o0 crescimento, desenvolvimento e,
consequentemente, a produtividade da cultura (Michelotto e Carrega, 2019).

De fato, € comum que os insetos, ao se alimentarem das partes das plantas,
causem perdas consideraveis no rendimento do amendoim, podendo alcancgar valores
superiores a 50%. No entanto, além desses danos diretos, alguns insetos podem atuar
como vetores de virus ou doengas, amplificando os prejuizos.

Um exemplo notavel é a ocorréncia do inseto tripes transmitindo as espécies
Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) e Groundnut ringspot tospovirus (GRSV) em

areas comerciais de cultivo de amendoim no Brasil (Michelotto e Carrega, 2019). A
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presenca dessa doenca ocasionou perdas estimadas de até 38% na produtividade
guando afetou cerca de 40% das plantas cultivadas.

Nesse contexto, o controle das pragas torna-se essencial para mitigar os
impactos negativos na producdo de amendoim. Estratégias integradas de manejo,
envolvendo medidas preventivas, monitoramento eficiente e a aplicacéo criteriosa de
métodos de controle adequados, sdo cruciais para reduzir os danos e garantir a
sustentabilidade da cultura.

Além disso, é fundamental o continuo estudo e aprimoramento das praticas de
manejo para enfrentar os desafios emergentes no controle de pragas, contribuindo
para a viabilidade e competitividade do cultivo de amendoim no cenario agricola

brasileiro e global.

2.4.1 Tripes

Cerca de trés espécies de insetos pertencentes a familia Thripidae ocorrem
com mais frequéncia na cultura do amendoim no Brasil, entre eles, Caliothrips
brasiliensis, Frankliniella schultzei e Enneothrips enigmaticus sp. n. (Thysanoptera:
Thripidae), conhecido erroneamente como Enneothrips flavens Moulton, conforme
descrito por Lima et al. (2022).

Esses insetos sdo pequenos, com corpo alongado e asas franjadas, nao
ultrapassando 2 mm de comprimento. As formas jovens sdo amareladas, enquanto os
adultos possuem coloracao escura. Eles habitam foliolos fechados e se alimentam
raspando e sugando a seiva. As fémeas colocam os ovos no interior dos tecidos das
folhas, completando seu ciclo em 13 dias.

A espécie E. enigmaticus, encontrada nos ponteiros do amendoim, €
responsavel por causar estrias e deformacdes nos foliolos, causando grandes
prejuizos a cultura. Por outro lado, C. brasiliensis é frequentemente encontrada na
face superior das folhas, provocando pequenas pontuac¢des, mas aparentemente nao
possui importancia econdmica significativa em condicdes de campo devido a
facilidade com que é lavada pelas chuvas.

O E. enigmaticus € uma praga significativa na industria brasileira de amendoim.
A espécie é normalmente encontrada na parte superior das plantas de amendoim e é

responsavel pelas estrias e deformac¢des nas folhas, causando danos significativos a
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cultura. Sao insetos minusculos, com comprimento maximo de 2 mm. Enquanto os
adultos sdo pretos e possuem asas plumosas, as versdes jovens sao amareladas.
Eles sobrevivem nas folhas fechadas, raspando e sugando a seiva que flui.

De acordo com Mound e Teulon (1995), o ciclo de vida de E. enigmaticus dura
cerca de 13 dias. Ele inclui estagios de ovo colocados dentro dos tecidos das folhas,
duas fases juvenis que se alimentam ativamente (ninfas | e 1), duas fases quiescentes
(pré-pupa e pupa) e a fase adulta. Quando perturbadas, tanto as pré-pupas quanto as
pupas podem migrar.

Nas gemas apicais das plantas de amendoim, tanto as ninfas quanto os adultos
da espécie E. enigmaticus se alojam, resultando em estrias prateadas e deformacdes
nas folhas e causando danos graves a cultura (Rossetto et al., 1968).

A variacédo de impacto no amendoim para essa praga conforme relatado na
literatura, é de 10 a 75%. Observou-se que a espécie E. enigmaticus € mais prejudicial
nas safras de amendoim "das aguas" em comparacdo com as safras "da seca". O
periodo critico em que o tripes tem maior impacto na cultura do amendoim ocorre entre
25 e 60 dias apos o plantio.

Entre os cultivares estudados, foram identificados alguns como resistentes ao
ataque de E. enigmaticus, incluindo IAC-Poitara, IAC-Oira, IAC-Tupa, IAC-Caiap?,
IAC-Jumbo, Botutatu e Tatu. Notavelmente, os cultivares IAC-Caiap6 e IAC-Jumbo
apresentaram a menor infestacdo, sugerindo a presenca de resisténcia a E.
enigmaticus nessas variedades (Gabriel, 2016).

Os tripes atacam as folhas jovens das pontas das plantas, raspando-as e se
alimentando da seiva que exsuda, criando deformacdes e estrias que se refletem em
perdas de producéo, de acordo com Gallo et al. (2002). A literatura apresenta dados
contraditorios (variando de 10 a 75%) sobre o efeito dos tripes prateados no
rendimento do amendoim.

No entanto, concordam que a praga € bastante importante do ponto de vista
econdmico. Os inseticidas, que podem precisar ser aplicados de quatro a sete vezes,
dependendo do nivel de infestacao e cultivar, sdo o principal método de controle de
pragas. O uso de variedades resistentes a insetos € a melhor estratégia de controle,
pois mantém a praga abaixo dos niveis que causam danos econémicos, nao polui o

meio ambiente, ndo cria desequilibrios e reduz o custo do tratamento fitossanitario
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(Lara, 1991).

A forma mais eficaz de controlar pragas € usando plantas resistentes a insetos
e acaros; no entanto, para serem eficazes, essas cultivares devem ser competitivas
no mercado (Campbell e Wynne, 1980).

Segundo Campbell e Wynne (1980), plantas de amendoim com baixa
resisténcia podem reduzir o dano causado por insetos em 10 a 35% em comparagao
com uma cultivar suscetivel, enquanto plantas com resisténcia moderada podem
reduzir o dano de 35 a 65%, e plantas com alta resisténcia podem apresentar
reducdes de mais de 65%.

Segundo Godoy et al. (1999), a resisténcia de gendtipos aos tripes prateados
ainda ndo foi investigada, pois o inseto (E. enigmaticus) ndo € amplamente
considerado uma praga economicamente significativa em muitos outros paises, como
€ no Brasil. Em outras nacfes, espécies de tripes contribuem para danos indiretos,
atuando como vetores virais em amendoim, mesmo que ndo contribuam
significativamente para o dano direto.

Lynch e Mack (1995) incluiram vérias publicagfes que avaliaram a resisténcia
dos cultivares ou acessos de germoplasma aos tripes. O tripes F. schultzei (Trybom),
mostrou resisténcia a cultivar Robut 33-1 na india. A resisténcia viral dessa cultivar foi
testada por meio de cruzamentos.

Nos Estados Unidos, Leuck et al. (1967) estudaram o controle de tripes por
meio de cultivares resistentes. Eles descobriram que, entre as cultivares testadas,
aguelas dos grupos espanhol, argentino e Starr foram pouco atacadas em
comparacao com as outras cultivares testadas. Eles foram mais resistentes ao ataque
de F. fusca do que o grupo Virginia.

Poucos esfor¢os foram feitos no Brasil para criar uma cultivar resistente aos
tripes. A pesquisa busca detectar resisténcia em cultivares de amendoim previamente
comercializadas. De acordo com Gabriel et al. (1996), variedades precoces como Tatu
Sado mais suscetiveis ao ataque de tripes e, consequentemente, precisam de um
manejo mais cuidadoso contra tripes do que os tipos de ciclo longo, como IAC Caiapo
e IAC Jumbo.

Os genotipos Makap e Altika tiveram as menores infestacbes de E.

enigmaticus, de acordo com Boica Junior et al. (2012), provavelmente devido a
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caracteristicas de resisténcia a insetos. Ao comparar cultivares de amendoim no
campo, Moraes et al. (2005) e Boica Junior et al. (2012) descobriram que a cultivar
IAC Caiap0 apresentava resisténcia a tripes do tipo "tolerancia”.

Os autores Janini et al. (2011) estudaram a ocorréncia e os danos causados
por E. enigmaticus em diferentes acessos de espécies silvestres, anfidiploides e um
cultivar comercial de amendoim em condi¢cGes de campo. Foram realizadas avaliacdes
peridédicas da presenca do inseto e dos danos nas plantas ao longo do periodo do
experimento. Os gendtipos de espécies silvestres e alguns anfidiploides mostraram
menor infestacdo e danos causados pelo tripes, enquanto o anfidiploide KG 30097 X
V 15076 e a cultivar IAC Runner 886 apresentaram os maiores niveis de infestacéo e
danos da praga.

De modo geral, plantas de amendoim com baixa resisténcia a insetos podem
reduzir o dano de 10 a 35% em comparacdo com uma cultivar suscetivel; plantas com
resisténcia moderada a insetos podem reduzir o dano de 35 a 65%; e plantas com alta
resisténcia a insetos podem apresentar reducdes superiores a 65% (Campbell e
Wynne, 1980).

Segundo Godoy et al. (1999), a resisténcia de gendtipos aos tripes prateados
ainda ndo foi investigada, pois o inseto (E. enigmaticus) ndo € amplamente
considerado uma praga economicamente significativa em muitos outros paises, como
€ no Brasil.

No contexto do controle de E. enigmaticus, diversas estratégias tém sido
adotadas para mitigar seus danos em plantacfes de amendoim. O uso de defensivos
tem se mostrado eficaz, podendo incluir tratamentos de sementes com Tiametoxan ou
Imidacloprid, seguidos de pulverizagdes foliares quinzenais com defensivos do grupo
Neonicotinoides ou organofosforados, iniciando aproximadamente 30 dias apds a
semeadura (Godoy et al., 2014).

Ademais, monitoramento regular das planta¢cdes e amostragem das injurias nos
foliolos permitem identificar a presenca do inseto e possibilitam a tomada de deciséo
sobre a necessidade de realizar pulverizagcdes quimicas. Recomenda-se realizar a
aplicacdo quando aproximadamente 30% dos foliolos estiverem infestados para o
amendoim rasteiro, e 40% para o amendoim ereto (Godoy et al., 2014).

Essas medidas sao fundamentais para o manejo eficiente da praga e garantia
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da produtividade do cultivo do amendoim. Souza (2019) avaliou algumas estratégias
de controle para E. enigmaticus no amendoim. Observou-se que os tratamentos com
silicio via foliar e nivel de controle de 30% de infestacdo reduziram a aplicacdo de
inseticidas e aumentaram a produtividade nas cultivares IAC 503 e IAC Top Verde.

A cultivar Runner IAC 886 foi mais suscetivel a infestacdo. Outros autores,
Nogueira et al. (2019) avaliaram o impacto do E. enigmaticus em quatro cultivares de
amendoim de crescimento rasteiro e cinco de crescimento ereto durante a safra das
aguas em dois anos. Foram adotadas medidas de infestacdo e danos causados pela
praga, bem como a produtividade das plantas.

Os resultados indicaram que independentemente do cultivar, as maiores
infestacBes de E. enigmaticus ocorreram por volta dos 60 aos 67 dias apés o plantio.
As cultivares IAC Caiap6 e IAC Runner 886 apresentaram as menores infestacfes da

praga.

2.4.2 Lagartas desfolhadoras

No Brasil, a cultura do amendoim é afetada por diversos lepidopteros
desfolhadores, e a espécie Stegasta bosqueella (Chambers) (Lepidoptera:
Gelechidae) é a mais comum, outras espécies que normalmente ocorrem s&o
Anticarsia gemmatalis Hueb., 1818 (Lepidoptera, Noctuidae), Stylopalpia costalimai
Almeida, 1960 (Lepidoptera, Pyralidae) , Chrysodeixis includens, Mocis latipes (Guen.,
1852) (Lepidoptera, Noctuidae), Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) e lagartas do género Spodoptera Guenée, Lepidoptera: Noctuidae), que
sdo consideradas importantes devido aos prejuizos causados, ocorréncia
generalizada e elevados niveis populacionais (Calcagnolo et al., 1974; Gallo et al.,
2002; Janini et al., 2010; Janini, 2011; Gabriel, 2016).

Em outros paises, individuos do género Spodoptera também aparecem em
grandes populagdes e merecem atencéo.

Por exemplo, nos Estados Unidos, altas infestacbes de Spodoptera exigua
(Hubner), Spodoptera omithogalli (Guenée), Spodoptera litura (Fab.) e Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae) foram relatadas (Kharboutli e

Mack, 1993; Nigude et al., 2018), e na india, o inseto mais prejudicial & cultura de
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amendoim é S. litura (Tiwari et al., 2008).

A presenca de individuos do género Spodoptera na cultura sugere que, embora
secundérios, surtos podem ocorrer ocasionalmente. Queiroz (2013) estudou a
resisténcia de cultivares de amendoim a praga S. frugiperda. O estudo foi dividido em
duas etapas: na primeira, foram avaliados a atratividade e a ndo-preferéncia alimentar
de lagartas recém-eclodidas em sete cultivares de amendoim, sendo observado que
alguns cultivares apresentaram compostos deterrentes que conferiram resisténcia do
tipo ndo-preferéncia a praga.

Na segunda etapa, foram realizados estudos da biologia de S. frugiperda em
seis cultivares de amendoim, constatando-se que alguns cultivares foram mais
atrativos e suscetiveis a praga, enquanto outros apresentaram mecanismos de
resisténcia do tipo antibiose.

Os resultados indicaram que IAC-Caiap6 e IAC-Tatu-ST foram os cultivares
mais atrativos e de maior preferéncia para alimentacéo, enquanto IAC 505 e lapar 25
(Ticdo) apresentaram menor atratividade e ndo-preferéncia para alimentagao devido
a compostos deterrentes. Os cultivares Runner IAC 886 e IAC-Caiap6 mostraram
mecanismo de resisténcia moderada do tipo antibiose a S. frugiperda.

Em outro estudo, Bello (2015) avaliou fatores que influenciam a alimentacédo de
Spodoptera albula em diferentes genoétipos de amendoim, buscando identificar
possiveis fontes de resisténcia do tipo ndo preferéncia para alimentacéo e antibiose.
Foram conduzidos testes de desempenho alimentar com e sem chance de escolha,
utilizando lagartas de primeiro e terceiro instar de S. albula.

Os resultados indicaram que o0s gendtipos testados ndo apresentaram
resisténcia do tipo ndo preferéncia para alimentacdo, mas os genotipos IAC Tatu e
IAC Caiap6 mostraram possiveis fontes de resisténcia do tipo antibiose.

O controle biologico tem sido pouco explorado no cultivo do amendoim, e a
espécie S. albula, uma das pragas da cultura do amendoim, tem causado danos
significativos nas lavouras. A falta de produtos especificos para o controle dessa praga
pode levar ao uso indiscriminado de defensivos quimicos ineficientes.

Nesse contexto, o controle bioldgico utilizando o agente Bacillus thuringiensis
(Bt) tem se mostrado uma alternativa viavel. O Bt produz toxinas que causam

toxicidade no intestino das larvas de S. albula, e Gongalves et al. (2018)
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demonstraram a eficacia de bioinseticidas formulados a partir do Bt no controle dessa
praga.

Embora haja variacdo entre os produtos avaliados, Gongalves et al. (2018)
mostraram potencial para controlar até 100% das larvas de S. albula. Os autores
recomendaram o desenvolvimento de um produto especifico para essa espécie,
incorporando outros fatores de viruléncia, como esporos e toxinas Vip, para aumentar
sua eficacia.

Os bioinseticidas a base de Bt sdo uma ferramenta promissora para o manejo
de pragas emergentes no amendoim, sendo compativeis com os principios do manejo
integrado de pragas (MIP) e podendo ser utilizados em conjunto com outros agentes
de controle bioldgico e defensivos quimicos (Gongalves et al., 2018).

A lagarta-do-pescoco-vermelho (S. bosqueella) é um inseto de importancia no
cultivo do amendoim devido aos danos que causa as plantas. Seu ciclo biologico
abrange diferentes estagios larvais e fase pupal, totalizando cerca de 20 dias (Matuo,
1973).

Na fase de larva, esses insetos possuem um aparelho bucal sugador-maxilar e
alimentam-se de néctar das flores e agua presente em gotas (Forti et al., 2016). As
lagartas se abrigam e se alimentam de ramos e foliolos novos fechados do amendoim,
deixando lesdes e orificios cercados de detritos escuros (Gabriel, 2016).

Quando perturbadas, as lagartas tendem a locomover-se rapidamente em
busca de abrigo nas folhas ou brotos das plantas (Manley, 1961). A medida que
progridem em seus instares larvais, alimentam-se do foliolo e, ao chegar ao quinto
instar, migram para a parte inferior da planta, onde empupam no solo (Manley, 1961).

O entendimento desses aspectos bioldgicos é fundamental para compreender
a ecologia da praga e desenvolver estratégias adequadas para seu manejo no cultivo
do amendoim.

O controle da S. bosqueella e outras lagartas desfolhadoras é frequentemente
realizado através da aplicacdo de defensivos a base de piretréides ou
organofosforados. Para determinar o momento adequado para a aplicacdo desses
defensivos, € realizado o monitoramento da praga.

Esse monitoramento pode ser feito visualizando os ponteiros ou verificando os

foliolos ainda fechados, e recomenda-se a pulverizacdo quando, em média, uma
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lagarta € encontrada em cinco brotos (20%), indicando que o nivel de controle
recomendado foi atingido (Godoy et al., 2014).

Outra abordagem de controle alternativo e ecologicamente benéfico € a
utilizacdo de variedades resistentes a insetos. Esse método é ideal pois além de
reduzir os niveis de danos econbmicos, ndo causa poluicdo ambiental nem
desequilibrios e ainda diminui o custo de tratamentos fitossanitarios (Lara, 1991).

Quando a cultivar comercial ndo é altamente resistente as pragas, uma opg¢ao
€ 0 uso de silicio como indutor de resisténcia nas plantas. O silicio tem se mostrado
eficiente ao proporcionar maior grau de resisténcia aos insetos em diversas plantas
(Marschner, 1995; Epstein, 2001). Essas estratégias de manejo sdo fundamentais
para garantir a sanidade das culturas de amendoim e a sustentabilidade do meio
ambiente.

O autor Souza (2019) analisou diferentes abordagens para o controle de S.
bosqueella no amendoim. Os tratamentos com silicio via foliar e nivel de controle de
20% de infestacéo reduziram a aplicacao de inseticidas e aumentaram a produtividade
nas cultivares IAC 503 e IAC Top Verde. A cultivar Runner IAC 886 foi mais suscetivel

a infestacao.

2.5 Agentes de Controle Bioldgico: Fungos entomopatogénicos

Microrganismos conhecidos como fungos entomopatogénicos sdo organismos
parasitas capazes de infectar e matar artropodes (Litwin et al., 2020).

Embora alguns deles também sejam utilizados em processos biotecnolégicos,
sua principal aplicacdo € como biopesticidas na agricultura ecologica, representando
uma alternativa segura aos inseticidas quimicos nocivos (Jaihan et al., 2016; Rios-
Moreno et al., 2016). O fungo entomopatogénico foi uma das primeiras espécies a
serem utilizadas no controle bioldgico de pragas.

A introducdo do passaro-maina (Acridotheres tristis) da india para Mauricio em
1762, visando controlar o gafanhoto vermelho da cana-de-acucar, Nomadacris
septemfasciata, deu inicio a conhecida histéria de sucesso do controle biolégico
(Litwin et al., 2020).

Os fungos entomopatogénicos oferecem uma solucdo sustentavel para o
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Manejo Integrado de Pragas (MIP) devido a sua ampla presenca global e variedade
de espécies. Esses entomopatdégenos sdo recomendados para o controle de insetos
em diferentes fases de seus ciclos de vida, devido a sua ecologia amigavel e
persisténcia (Litwin et al., 2020).

Uma ampla variedade de espécies fungicas de diversos tipos podem infectar
insetos. Essas espécies patogénicas de insetos podem infectar seres humanos de
diversas maneiras, incluindo infec¢des obrigatorias e facultativas.

De acordo com Samson et al. (1988) e Humber (1998), Zygomycota,
Ascomycota e Deuteromycota contém fungos entomopatogénicos. Entomophthorales
em Zygomycota ou Hyphomycetes em Deuteromycota abrigam muitas das espécies
de potenciais fungos entomopatogénicos.

A biologia e ecologia dos fungos entomopatogénicos tém sido amplamente
estudadas (Steinhaus, 1964; Samson et al., 1988; Balazy, 1993). Nao existe um unico
grupo monofilético de fungos entomopatogénicos. De acordo com Litwin et al. (2020),
as espécies mais prevalentes na natureza sdo Ascomycota e Entomophtoromycota.

Sinha et al. (2016) afirmam que Ascomycota e Dueteromycota sao subfilos. O
namero de géneros entomopatogénicos sdo grandes, entre eles, incluindo Aspergillus,
Cordyceps, Metarhizium, Beauveria, Lecanicillium, Paecilomyces entre outros.

Os fungos entomopatogénicos sao seres diversos e ecologicamente
importantes. Por exemplo, espécies dos géneros Metarhizium e Beauveria,
frequentemente encontradas no solo, controlam popula¢des naturais de artropodes e
estabelecem conexdes complexas com as plantas.

De acordo com Jaber e Enkerli (2017), eles podem ser enddfitos que vivem nas
raizes, caules e folhas das plantas. Metarhizium e Beauveria, demonstraram fornecer
nitrogénio as plantas que é absorvido durante a colonizacdo de insetos (Behie e
Bidochka, 2014), promovendo assim o desenvolvimento das plantas (Rios-Moreno et
al., 2016). B. bassiana foi registrado em associacdo endofitica com cerca de 25
espécies de plantas, suprimindo pragas e doencas (McKinnon et al., 2017; Vega,
2018).

B. bassiana pode colonizar raizes, folhas e brotos das plantas como endéfito e
epifito, tornando as plantas mais resistentes a insetos (Klieber e Reineke, 2016;

Ramakuwela et al., 2020); ele também defende as plantas com sucesso contra
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patdgenos microbianos, reduzindo agentes causadores de doencas ou estimulando
respostas de defesa das plantas (Moonjely et al., 2016).

Da mesma forma, Lecanicillium também protege as plantas contra doengas ao
invadir as raizes das plantas e crescer na superficie das folhas, restringindo a
disponibilidade de nutrientes e produzindo substancias antimicrobianas. Isso também
desencadeia respostas nas plantas. O fungo C. fumosorosea, por sua vez, ndo parece
ter interacdes notaveis com as plantas dentre os fungos entomopatogénicos.

Isso € possivel porque as espécies de Cordyceps séo sensiveis a substancias
guimicas liberadas pelas plantas e fazem parte do mecanismo de defesa das plantas
contra doencas (Lacey et al., 2015; Zimmermann, 2008).

Alguns isolados de C. fumosorosea tém sido relatados como eficazes contra o
nematoide das raizes Meloidogyne javanica, porém com taxas de infeccao baixas,
menores que 40%. Em laboratdrio, estufa ou campo, esse fungo entomopatogénico é
principalmente utilizado para o controle biolégico de insetos.

Fungos e bactérias que crescem dentro dos tecidos das plantas sem manifestar
sinais de doenca no hospedeiro sdo chamados endofitos (Wilson, 1995). E importante
observar que, embora os fungos endofiticos sejam comuns em espécies de plantas,
suas caracteristicas e grau de coloniza¢do variam dependendo do tipo de tecido da
planta (Mantzoukas e Eliopoulos, 2020).

Para a protecao de cultivos agricolas, os papéis ecoldgicos desses fungos, que
estdo relacionados a sua atividade endofitica e competéncia na rizosfera, podem ser
de imenso valor. Numerosos estudos demonstraram que o0s fungos
entomopatogénicos sdo eficazes contra pragas de insetos e acaros, além de melhorar
a capacidade das plantas de responder a outros estressores bioticos.

Essa melhoria ocorre quando diversas ac¢des biocidas produzem produtos
guimicos como inseticidas, antifingicos, herbicidas e antivirais, ou quando a
resisténcia sistémica é induzida.

Esses mecanismos também proporcionam beneficios para situacdes de
estresse abioticos, como o estresse salino (Tan e Zou, 2001) e a deficiéncia de ferro
(Vega, 2018; Liao et al., 2014), além de fornecer vantagens para a nutricdo das plantas
(Qiu et al., 2014; Skinner et al., 2012), desenvolvimento das raizes (Vega, 2008; Tan
e Zou, 2001; Strobel, 2003) e promocao do crescimento (Liao et al., 2014, Behie and
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Bidochka, 2014, Sanchez-Rodriguez et al., 2016).

Os fungos entomopatogénicos endofiticos reduzem o dano as plantas por meio
de uma variedade de métodos. Os exemplos mais frequentes documentados incluem
a desaceleracéo do desenvolvimento da praga (Akutse et al., 2013; Akello e Sikora,
2012; Jaber e Araj, 2018), a diminuicdo da ingestéao de alimentos pelos insetos (Russo
et al., 2019; Russo et al., 2018; Manoussopoulos et al., 2019; McGee, 2002), menor
sobrevivéncia das larvas (Quesada-Moraga et al., 2009; Vidal e Jaber, 2015; Batta,
2013) e menor taxa de reproducédo (Gonzalez-Mas et al., 2019a; Gonzélez-Mas et al.,
2019b).

No entanto, deve-se observar que diversos processos pouco estudados podem
estar atuando nessas complexas relacdes tritroficas (fungo entomopatogénico - planta
- inseto).

Dado que certos compostos sao liberados durante a colonizacéo endofitica de
fungos entomopatogénicos, tanto pela planta hospedeira quanto pelos endofitos, essa
interacdo nao é acidental (Mantzoukas e Eliopoulos, 2020).

Em resposta a possivel colonizacao endofitica, que é vista, pelo menos em
seus estagios iniciais, como uma potencial ameaca patogénica, as plantas produzem
diversos metabdlitos secundarios, como alcaloides, flavonoides, fendlicos e outros
(Zaynab et al., 2018). Esses compostos também atuam como um mecanismo de
defesa contra infec¢des por patégenos.

Portanto, os metabdlitos secundarios servem como uma barreira a colonizacéo
fungica endofitica. Os fungos endofiticos criam enzimas de detoxificacdo e
degradacédo para contornar essa barreira, como 1,3-glucanases, quitinases, amilases,
lacases e celulases.

As interacbes entre o fungo e seu hospedeiro inseto, incluindo aquelas
relacionadas a patogenicidade, também sao significativamente influenciadas pelos
metabdlitos fangicos. Eles atuam como mediadores para comunicacdo intra ou
interespecifica, ou como ferramentas para reduzir estressores biéticos e abidticos
(Charnley et al., 2007).

Além disso, os enddfitos criam uma variedade de metabdlitos secundarios
amplamente utilizados como agroquimicos, antibiéticos, antiparasitarios e
antioxidantes (Strobel, 2003).
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Esses compostos incluem benzopirononas, acidos fendlicos, quinonas e
esteroides, que possuem uma estrutura bioativa distinta especifica para cada espécie
(Tan e Zou, 2001).

A sintese de metabdlitos nas plantas hospedeiras cria oportunidades para a
fabricacdo de produtos farmacéuticos a base de plantas. Embora isso tenha
impulsionado descobertas terapéuticas baseadas em produtos naturais, nenhum
enddfito foi explorado até o momento como uma fonte substituta de metabdlitos de
plantas, j& que a sintese in vitro desses compostos pelos fungos logo diminui.

O estudo das interacdes entre os enddfitos, as plantas hospedeiras e o0s
endofitos pode permitir que os enddfitos produzam metabdlitos vegetais por um
periodo prolongado, reduzindo sua dependéncia das plantas para essas substancias
bioativas (Dash et al., 2018; Pava-Ripoll et al., 2011).

Os conidios dos fungos entomopatogénicos primeiro se desenvolvem em tubos
germinativos, que posteriormente se desenvolvem em hifas. Com enzimas e/ou
pressao mecanica, os fungos entram nas plantas através de aperturas naturais ou
diretamente através das paredes celulares epidérmicas.

As hifas se desenvolvem assim que alcancam a planta, as vezes até mesmo
nas veias do xilema ou nos espacos entre as células do parénquima (Mantzoukas e
Eliopoulos, 2020).

Na maioria das vezes, ainda nao foram encontradas evidéncias de mutualismo
entre os enddfitos e as plantas hospedeiras. No entanto, sem essa simbiose, é
provavel que as comunidades de plantas sejam incapazes de se adaptar a diversas
pressfes ambientais (Mantzoukas e Eliopoulos, 2020).

A possibilidade de alguns entomopatdgenos terem uma fase endofitica em seu
ciclo de vida é indicada pelo fato de que alguns deles foram isolados de materiais
vegetais esterilizados na superficie. Os endéfitos entomopatogénicos podem néo
estar presentes em todas as espécies de uma planta especifica, embora alguns, como
B. bassiana, tenham uma variedade de hospedeiros vegetais.

Além disso, a presenca de fungos entomopatogénicos na natureza como
enddfitos implica que esses fungos possuem ciclos de vida complexos que podem ser
concluidos em invertebrados, solo ou plantas (Vega et al., 2009; Mantzoukas et al.,
2015; Jaber e Araj, 2018; Manoussopoulos et al., 2019; McGee, 2002, Vidal e Jaber,
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2015; Gonzalez-Mas et al., 2019a).

Para suprimir pragas, a colonizacdo endofitica de plantas com os fungos
entomopatogénicos estabelecidos artificialmente também tem sido estudada (Omkar,
2016; Morales Ramos et al., 2014; Ravensberg, 2015).

Mais precisamente, a colonizacdo endofitica pode proporcionar as plantas
defesas sistémicas contra pragas, pois esses organismos sao impactados
adversamente pelas mudancas quimicas que o endofito causa na planta, bem como
pelos compostos secundarios gerados pelo fungo (Akello e Sikora, 2012, Castillo-
Lopez et al., 2014; Gurulingappa et al., 2010).

Devido a sua incapacidade de se adaptar ao ambiente saudavel dentro da
planta, nem todos os fungos podem colonizar as plantas, pelo menos nao ao longo de
todo o seu ciclo de vida (Mercado-Blanco e Lugtenberg, 2014). Devido a quantidade
de propagulos nas folhas, uma relacéo fungica/planta temporéaria pode persistir por
alguns dias apos um tratamento de pulverizacdo (Mantzoukas e Lagogiannis, 2019;
Mantzoukas et al., 2015).

Outras condi¢c6es ambientais, como temperatura e umidade relativa, além dos
microrganismos do solo (Bing e Lewis, 1991), tém impacto na colonizacédo endofitica
de fungos nas plantas.

A idade e a espécie da planta, o meio de cultivo, a densidade de conidios e a
espécie do fungo, bem como o método de inoculacéo utilizado, foram demonstradas
como determinantes essenciais na inoculacdo de fungos entomopatogénicos nos
tecidos vegetais (Bing e Lewis, 1991; Posada et al., 2007, Tefera e Vidal, 2009, Parsa
et al., 2013, Muvea et al., 2014).

Muitas técnicas e metodologias experimentais tém sido empregadas para
introduzir fungos endofiticos em plantas agricolas. Entre elas, temos a pulverizacao
de suspensdo de conidios nas folhas, o embeber de sementes em suspenséo de
conidios, a injecdo de inoculante fungico nos caules, o mergulhar das raizes das
mudas em suspensao de conidios e embeber o solo em suspensédo de conidios
(Mantzoukas e Eliopoulos, 2020).

A producéo de alcaloides toéxicos e enddfitos foliares pode reduzir a populacéo
de insetos (Tan e Zou, 2001, Strobel, 2003). A abordagem mais popular, com

numerosos resultados encorajadores, é a pulverizacdo foliar (Mantzoukas e
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Eliopoulos, 2020).

No entanto, algumas questdes documentadas precisam ser seriamente
consideradas. O problema principal dessa abordagem é a coloniza¢do extremamente
restrita, frequentemente limitada as partes foliares da planta e sem fungos nos caules
e raizes (Tefera e Vidal, 2009; Qayyum et al., 2015).

Além disso, a efetividade limitada de penetracao das hifas nos tecidos foliares
foi documentada (Posada et al.,, 2007; Muvea et al., 2014), o que pode estar
relacionado a baixa densidade de pontos naturais de entrada para infeccao flngica,
como por exemplo os estdmatos.

Outra forma de inoculacao que tem sido eficaz em varias culturas importantes
é embeber as sementes em uma solucdo de conidios antes da propagagéo. No
entanto, h& estudos que indicam que a inoculacdo por meio da semente ndo resultou
em colonizacéao significativa do caule ou das folhas (Tefera e Vidal, 2009; Qayyum et
al., 2015). Isso foi atribuido ao impacto prejudicial dos microrganismos do solo que
podem afetar adversamente os fungos entomopatogénicos.

Uma técnica de inoculacédo que também foi estudada com sucesso € a injecdo
de fungos em diferentes plantas através do caule (Bing e Lewis, 1991, Posada et al.,
2007).

Comparando essa forma de inoculacdo com a pulverizacdo foliar ou embeber
as sementes no solo, a inoculagdo de Beauveria produziu a maior recuperacao pos-
inoculacdo em mudas de café de acordo com Posada et al. (2007) e proporcionou um
controle efetivo de H. armigera em plantas de tomate, segundo Qayyum et al. (2015).

Embora os resultados tenham sido frequentemente inconclusivos em
comparacao com outras abordagens, como a pulverizagdo foliar ou tratamento de
sementes, a imersdo das raizes em uma solucéo de conidios foi demonstrada como
um método de inoculagéo eficiente (Russo et al., 2015).

Numerosos estudos avaliaram os fungos endofiticos como agentes de controle
biolégico e mostraram que eles protegem efetivamente as plantas hospedeiras de
infestacOes de pragas (Vega, 2018). Muitos géneros de fungos comumente aplicados,
como Beauveria, Cordyceps e Metarhizium, ocorrem naturalmente como endéfitos e
tém sido registrados como protetores adequados contra insetos herbivoros (Vega,
2018).
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Beauveria, o fungo mais estudado, demonstrou capacidade de colonizar uma
ampla variedade de cultivos, incluindo milho, trigo, algod&o, soja, tomate, videira,
sorgo e citros, e de reduzir infestacdes causadas por pragas nocivas, como larvas de
mariposas e pulgdes.

Na maioria dos casos, a presenca de fungos endofiticos resulta em uma
consideravel diminuic&do tanto da populacao de pragas quanto dos danos as plantas.
No entanto, relatos de desempenho insatisfatério também surgiram, destacando a
complexidade dessas interagbes entre insetos, plantas e fungos (Akello e Sikora,
2012, Clifton et al., 2018; Jensen et al., 2019).

2.6 Agentes de Controle Bioldgico : Fungo Trichoderma

Trichoderma é um género de fungos filamentosos da familia Hypocreaceae
capaz de se alimentar de outros fungos e € um colonizador ubiquo em quase todos
os ambientes, incluindo agricola, solo, matéria vegetal, vegetacdo morta, madeira,
floresta, montanha, campo, ecossistemas desérticos e aguas doces e marinhas
(Tyskiewicz et al., 2022).

Este fungo prevalece em qualquer biétopo e tem uma ampla distribuicao
geografica em todo o mundo. O género é amplamente distribuido em ecossistemas
de raizes e solo, detritos vegetais e se reproduz de forma livre, global, facultativamente
anaerobica, filamentosa e assexuada (Tyskiewicz et al., 2022).

Reconhecido ha muito tempo como um agente de biocontrole microbiano que
pode substituir fungicidas quimicos contra diversas doencas fungicas que causam
apodrecimento das raizes, doencas do solo e doencas foliares (Harman et al., 2012),
bem como para promover o desenvolvimento de raizes e brotos, produtividade das
culturas, resisténcia a estresses abidticos e absor¢ao de nutrientes (Tyskiewicz et al.,
2022), este fungo agora esta sendo estudado em maior profundidade.

As espécies de Trichoderma crescem rapidamente em varios substratos e sédo
prolificas produtoras de esporos, facilmente reconhecidas pela presenca de conidios
verdes abundantes.

O sucesso das espécies pertencentes ao género Trichoderma como agentes
de biocontrole nos ecossistemas resulta de sua capacidade de crescimento rapido, da

possibilidade de utilizar uma variedade de substratos e da resisténcia a muitas



46

substancias quimicas toxicas, incluindo fungicidas, herbicidas e outros poluentes
organicos (Cocaign et al., 2013; De Padua & Dela Cruz, 2021; Zin,2020; Escudero-
Leyva et al.,2022).

Além disso, foi descoberto que o Trichoderma degrada alguns contaminantes
toxicos por meio de enzimas envolvidas na degradacéo da celulose/lignina, que tém
potencial para metabolizar xenobioticos (Escudero-Leyva et al.,2022).

O potencial das espécies de Trichoderma como agentes biol6gicos de protecéo
de plantas foi descrito pela primeira vez no inicio da década de 1930. O pesquisador
Weindling (1932) relatou a acdo do fungo Trichoderma em proteger mudas de citros
contra o patdgeno Rhizoctonia solani por meio do mecanismo de micoparasitismo
necrotrofico.

Desde entdo, as propriedades de biocontrole do Trichoderma tém sido
extensivamente estudadas para o controle de doencas causadas por inameros
fitopatdgenos do solo (Kumar & Sharma, 2016).

Os mecanismos pelos quais o Trichoderma reduz a ocorréncia de doencgas de
plantas incluem a competicdo por nutrientes e espaco, a sintese de metabdlitos
antifangicos, o micoparasitismo, a producdo de enzimas liticas que degradam as
paredes celulares de fitopatégenos fungicos, além da inducdo de resisténcia das
plantas (Saravanakumar et al., 2016; Btaszczyk et al., 2017; Ghorbanpour et al.,2018).

Entre os mecanismos citados, 0s mais comuns séo a ldentificacdo de invasao
de patégenos semelhantes a fungos, como patdgenos de plantas, por meio da
perturbacdo das paredes celulares e absorcdo de nutrientes, ou micoparasitismo
(Bhat, 2017); Inducdo da resisténcia das plantas as doencas, alterando a arquitetura
das raizes durante as interagcdes com os patégenos (Kumar et al., 2019); combate os
nematoides de galhas e cisto nas raizes (Zin e Badaluddin, 2020).

Esses mecanismos, diretos e indiretos, podem responder efetivamente durante
o evento de biocontrole, dependendo da cepa de Trichoderma, patégeno-alvo, cultura
cultivada e condicdbes ambientais, incluindo pH, temperatura, salinidade e
disponibilidade de nutrientes (Zin e Badaluddin, 2020).

A maioria dos efeitos deles nas culturas é semelhante; no entanto, existem
relacdes especificas de espécies e cepas. Produtos comercialmente disponiveis

geralmente contém uma ou mais espécies de Trichoderma, como T. viride, T. virens
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e T. harzianum. A eficiéncia de produtos contendo varias espécies ou cepas pode
variar em condicfes de campo e clima semelhantes (Zin e Badaluddin, 2020).

Os produtos mais amplamente utilizados de Trichoderma spp. sado formulados
em pos soluveis ou granulos. Noventa por cento das cepas de Trichoderma s&o
aplicadas nas culturas para o controle de doencas de plantas devido as suas
caracteristicas antagonistas contra fitopatégenos.

O impacto do uso desses agentes de biocontrole no campo é avaliado em
relacdo ao custo e a produtividade das culturas (Zin e Badaluddin, 2020). Como
resultado, descobriu-se que o0 uso desses agentes € econémico e de baixo custo em
comparacao com insumos sintéticos (Masso et al., 2016).

Por algum motivo, os agricultores podem usar insumos sintéticos em excesso
(como fertilizantes e pesticidas sintéticos) por serem mais baratos, o que ndo gera
lucros significativos. Os agricultores enfrentam perdas econémicas se o equilibrio
entre os custos de insumos e a produtividade das culturas nédo for adequado.

O Trichoderma spp., além de reduzir as perdas de colheita, também aumenta
o rendimento das culturas, aumentando a receita. De acordo com Imran et al. (2020),
a aplicacdo adequada deste agente junto com composto em campos agricolas pode
substituir ou reduzir a necessidade de fertilizantes quimicos caros.

Do ponto de vista da manutencao da saude do solo, o uso de Trichoderma é
uma excelente abordagem sustentavel. Pesquisadores relataram que o Trichoderma
spp. suprime o crescimento de organismos fitopatogénicos, como Pythium
arrhenomanes, R. solani, Fusarium oxysporum, Alternaria tenuis e Botrytis cinerea.

As propriedades de biocontrole e biostimulacdo do Trichoderma se traduzem
diretamente em sua ampla aplicacdo na agricultura. Devido ao maior nimero de
compostos bioativos antifungicos isolados, o Trichoderma é identificado como o
género com o maior potencial de biocontrole (Vishwakarma et al., 2020; Rush et al.,
2021). De acordo com Rush et al. (2021), as espécies de Trichoderma representam
em até 60% dos agentes de biocontrole fungicos.

Os fungos do género Trichoderma utilizam varios mecanismos diretos ou
indiretos complexos contra patdgenos fungicos, que geralmente interagem juntos no
fendbmeno de biocontrole (Ghorbanpour et al., 2018).

O impacto direto sobre os patdgenos inclui a producdo de enzimas de
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degradacdo da parede celular, sintese de antibiéticos, competicdo por espaco e
nutrientes (principalmente carbono, nitrogénio e ferro) e estabelecimento de uma
relacdo parasitaria direta com o patégeno fungico (Druzhinina et al., 2011; Rai et al.,
2016).

Por outro lado, o Trichoderma induz indiretamente a resisténcia local ou
sistémica das plantas por meio de produtos (elicitores) liberados das paredes celulares
do hospedeiro vegetal (endoelicitores) e do microrganismo infectante (exoelicitores)
(Saravanakumar et al., 2016).

O tipo de mecanismos envolvidos geralmente é uma caracteristica da cepa e
depende do tipo de interacdo entre o microrganismo antagonista, o patégeno e a
planta hospedeira (Benitez et al., 2004; Ghorbanpour et al., 2018).

Os fungos do género Trichoderma sdo em sua maioria classificados como
micoparasitas necrotroficos (Seidl-Seiboth et al., 2014). Muitas espécies de
Trichoderma com alto potencial micoparasitario ja foram descritas (Druzhinina et al.,
2011).

O efeito micoparasitario dos necrotroficos de Trichoderma sobre os patégenos
fungicos inclui a deteccao e quimiotaxia da presa, aderéncia ao hospedeiro e ataque
fisico por meio de ramificacéo intensa e enrolamento ao redor das hifas do hospedeiro.

Além disso, o Trichoderma pode formar estruturas de penetracdo semelhantes
a apressorios, homélogas aos de patégenos (Mukherjee et al., 2012; Moreno-Ruiz et
al., 2020).

O ataque quimico e a degradacao da parede celular do patdégeno por enzimas
hidroliticas e compostos antifangicos produzidos pelo Trichoderma séo a ultima etapa
da interagdo micoparasitaria, levando finalmente & morte do hospedeiro (Seidl-Seiboth
et al., 2014; Mukherjee et al., 2012).

A producéo de enzimas degradantes da parede celular € uma parte integral da
etapa final do micoparasitismo (Ghorbanpour et al., 2018). A parede celular fungica é
composta principalmente por 90% de polissacarideos: quitina, B-(1,3) -, B-(1,4) - e B-
(1,6) -glucanos, a-glucanos, quitosana, manana e galactomanana, além de proteinas
(Kang et al., 2018; Ribeiro et al., 2019; Sood et al., 2020).

As cepas de Trichoderma séo principalmente caracterizadas pela capacidade

de secretar um conjunto de enzimas extracelulares, incluindo quitinases, p-(1,3) -, B-
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(1,6) -glucanases e proteases, que hidrolisam os principais componentes da parede
celular do patégeno (Ghorbanpour et al., 2018; Alizadehet al., 2020).

As quitinases séo o0 grupo mais importante de enzimas liticas sintetizadas por
fungos Trichoderma, hidrolisando as ligagdes B-glicosidicas entre o carbono C1 e C4
de duas N-acetilglicosaminas adjacentes na cadeia de quitina (Loc et al., 2020).

As enzimas glucanases degradam as paredes celulares de fungos patogénicos
por meio de dois conjuntos de enzimas, exo-B-glucanases e endo-B-glucanases (De
Marco & Felix, 2007; Sood et al., 2020.

Além das quitinases e glucanases, um papel decisivo no processo de mico
parasitismo € desempenhado pelas enzimas proteoliticas, catalisando a hidrélise de
ligacOes peptidicas em proteinas (De Souza et al., 2015).

O Trichoderma € considerado uma das fontes mais ricas de peptideos tipo
peptaibols. Os peptaibols sdo definidos como antibidticos polipeptidicos (Neumann et
al., 2015). As espécies de Trichoderma foram identificadas como produtoras de
centenas de metabdlitos secundarios, dos quais pertencem a diferentes classes de
compostos quimicos com fortes propriedades antagonistas (Ghorbanpour et al., 2018;
Btaszczyk et al.,2014; Eslahi et al., 2021).

A maioria das cepas de Trichoderma produz compostos organicos volateis e
nao volateis, sendo 0s mais importantes os peptaibols e os poliquetideos (Sood et al.,
2020).

Além disso, as espécies de Trichoderma também demonstram a capacidade de
produzir poliquetideos, um grupo estruturalmente diverso de compostos
biologicamente ativos derivados de bactérias, fungos e plantas (Zeilinger et al., 2016).
Os poliquetideos incluem antibiéticos, micotoxinas e pigmentos (Delgado-Jarana et
al., 2002).

Os fungos antagonistas podem privar os patdogenos de espaco e nutrientes ao
colonizar um habitat comum, ou seja, tecidos de plantas, rizosferas ou filosferas
(Ghorbanpour et al.,, 2018). Isso depende de suas propriedades, do grau de
colonizacédo da planta hospedeira e da adaptacdo as condigcdes ambientais em que
vivem (Ghorbanpour et al., 2018, Sood et al., 2020).

Para competir com sucesso com 0s patdogenos por nichos e nutrientes, o

Trichoderma deve ter estratégias eficazes de colonizacao de plantas e ser abundante
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em um nicho onde a competicdo com outros fungos ocorra (Ghorbanpour et al., 2018).

As espécies deste género sdo amplamente conhecidas por seu crescimento
rapido e sdo consideradas competidores agressivos. Elas colonizam rapidamente
varios substratos e eliminam patégenos de crescimento mais lento (Oszust et al.,
2020).

Os fungos Trichoderma sao caracterizados por uma taxa de crescimento
especialmente alta em glicose e sacarose (Jaroszuk-Sciset et al., 2019). Ao mesmo
tempo, vale ressaltar que existe uma ampla gama de substratos que esses fungos
podem utilizar como Unica fonte de carbono e energia, 0 que lhes permite usar
eficazmente uma variedade de compostos rizodepositados, tanto aclUcares simples
quanto carboidratos poliméricos que sdo componentes das paredes celulares
(Jaroszuk-Sciset et al., 2019; Sood et al., 2020).

As espécies de Trichoderma tém uma capacidade muito melhor de mobilizar e
absorver nutrientes do solo em comparacdo com outros microrganismos (Gajera et
al., 2013).

Esse processo esta relacionado a biossintese de &cidos organicos como o
glicénico, citrico e fumarico, que reduzem o pH do solo e aumentam a solubilizacdo
de fosfatos e microelementos (ferro, manganés ou magnésio) (Vinale et al., 2008).

A maior importancia em relacdo ao fenébmeno de competicdo no Trichoderma é
atribuida aos sideréforos, compostos quelantes de baixo peso molecular com alta
afinidade pelo ferro (Fe), produzidas sob estresse de deficiéncia de ferro (Khan et al.,
2018; Zhao et al., 2020).

Os ions de Fe sao cofatores para muitas enzimas e sdo um fator importante
para o crescimento e desenvolvimento adequado de plantas, bem como de muitos
microrganismos (Miethke, 2013). A capacidade das cepas de Trichoderma de
colonizar as raizes das plantas e estabelecer uma relagéo robusta e estavel com elas
é particularmente crucial na protecdo biologica de plantas.

Fungos deste género podem afetar indiretamente 0s microrganismos
patogénicos através das plantas, induzindo seus mecanismos de defesa locais ou
sistémicos (Sood et al., 2020; Zeilinger et al., 2016).

A inducao de resisténcia nas plantas € uma consequéncia da agédo de diversos

elicitors (indutores da resposta de defesa) liberados das células dos microrganismos
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(exoelicitors) e dos tecidos das plantas (endoelicitors).

Diferentes classes de elicitors foram caracterizadas, incluindo
oligossacarideos, proteinas e peptideos, glicopeptideos e glicoproteinas, glicolipideos
e compostos lipofilicos (Montesano et al., 2003; Thakur et al., 2013).

Diversas espécies de plantas, tanto monocotiledéneas quanto dicotiledoneas,
mostram um aumento na atividade da resposta imunoldgica na presenca de fungos
nao patogénicos do género Trichoderma (Harman et al., 2004).

A presenca de Trichoderma na rizosfera e nos tecidos das plantas leva a uma
maior tolerancia das plantas tanto a estresses bidticos quanto abiéticos (Verma et al.,
2021) . Os estresses ambientais mais prejudiciais a producdo de culturas incluem a
seca, salinidade, acumulacdo de metais pesados e temperaturas extremas (Poveda,
2020; Abdullah et al., 2021).

Numerosas cepas de Trichoderma foram desenvolvidas como agentes de
biocontrole contra doencas de plantas causadas por bactérias, nematoides e insetos
(Abdullah et al., 2021; Ferreira & Musumeci, 2021).

A atividade antibacteriana do Trichoderma € mais frequentemente atribuida a
secrecdo de metabdlitos secundarios, dos quais 0s mais importantes sdo 0s
peptaibols, gliotoxina, poliquetideos, gliovirina e pironas (Khan et al., 2020; Vinaleet
al., 2014).

Estudos recentes demonstraram que o Trichoderma pode melhorar a protecao
das plantas contra pragas de insetos, como pulgdes, tripes, mariposas e lagartas
(Coppola et al., 2019).

O Trichoderma afeta diretamente as pragas por meio de mecanismos
antagonistas, dos quais 0s mais importantes sdo o parasitismo e a producdo de
metabdlitos secundarios inseticidas, compostos antialimentares e repelentes.

Além disso, o Trichoderma tem sido relatado como capaz de reduzir
diretamente o efeito prejudicial desses patdgenos pela ativagdo dos mecanismos de
defesa das plantas (Poveda, 2021).

O T. longibrachiatum mostrou um efeito entomopatogénico no desenvolvimento
de Leucinodes orbonalis, uma das principais pragas da Solanum melongena (Ghosh
& Pal, 2016).

Exames posteriores indicaram um crescimento parasitico intenso das hifas de
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T. gamsii sobre o abdémen inferior e o ostiolo respiratério da larva de Delia radicum
(Razinger et al.,2014).

Além disso, o T. harzianum, o T. asperellum e o T. hamatum demonstraram
potencial patogénico contra a Cetarovacuna lanigera, uma praga destrutiva da cana-
de-acucar responsavel pela reducao da qualidade, rendimento e teor de acucar (Islam
et al., 2022).

O Trichoderma é frequentemente associado aos ecossistemas de raizes das
plantas hospedeiras. Portanto, o Trichoderma é geralmente definido como o género
de microrganismos simbidticos, oportunistas e avirulentos que colonizam as raizes e
estimulam o crescimento das plantas por meio de mecanismos semelhantes aos
usados pelos fungos micorrizicos (Benitez et al., 2004).

Os efeitos benéficos das espécies de Trichoderma nas plantas incluem a
promocao de seu crescimento, melhoria da estrutura e condicdo das raizes, aumento
da germinacdo e viabilidade das sementes, bem como maior eficiéncia da
fotossintese, floragédo e qualidade do rendimento (Halifu et al., 2019).

O fator de estimulo mais importante em quase todas as etapas do crescimento
e desenvolvimento das plantas é a sintese de fitohorménios e fitoreguladores (Cai et
al., 2016).

O Trichoderma spp. € um endoéfito devido a sua interacdo simbidtica com as
raizes das plantas, conforme evidenciado pela colonizacéo das superficies das raizes
e penetracdo na superficie das raizes. Em seguida, eles secretam uma variedade de
metabdlitos secundarios bioativos, que desempenham uma funcéo positiva na saude
de suas plantas hospedeiras. Esse fungo endofitico também causa alteracbes
metabdlicas e gendmicas no hospedeiro da planta durante o estabelecimento das
raizes (Ghaffari et al., 2016). Portanto, a capacidade das plantas de se defenderem
contra insetos e doengas de plantas cresce.

Mais recentemente, Spodoptera frugiperda, um herbivoro de plantas, fornecido
por T. atroviride, foi encontrado para ser resistente ao milho (Zea mays), de acordo
com Contreras-Cornejo et al. (2018). Descobriu-se nesse estudo que, apos serem
injetados em plantas de milho, o T. atroviride aumentou o crescimento das plantas,
diminuiu a herbivoria e alterou o comportamento de alimentacao dos insetos.

A acumulacao de acido jasmonico e 0 aumento na concentracao de terpenos
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volateis gerados por esse fungo benéfico, T. atroviride, estimularam as respostas de
defesa contra a herbivoria. Em particular, o octanol e a 6-amyl-alpha-pirona foram os
compostos terpenos que alteraram o comportamento de alimentacéo de S. frugiperda
e reduziram o consumo de tecido foliar.

As doencas de plantas tém um impacto significativo na producdo e
disponibilidade de alimentos. Para reduzir o uso de pesticidas na agricultura, &
essencial desenvolver medidas eficazes de controle de doencas.

Um dos melhores métodos para alcancar isso € o uso de agentes de controle
bioldégico, como o Trichoderma spp.

Recentemente, foi demonstrado que o Trichoderma spp. pode metabolizar
varios pesticidas (Zafra et al., 2015; Vazquez et al., 2015).

Em campos como arroz, frutas e vegetais, e oleaginosas, pesticidas como
Mancozebe e Carbendazim inibem infeccbes fungicas (Singh e Sharma, 2018;
Didwania et al., 2019). No entanto, 0 uso excessivo e recorrente desses dois
fungicidas gera preocupacao, pois prejudicam seres vivos proximos (Tiwari et al.,
2016).

E amplamente reconhecido em todo o mundo que cepas de Trichoderma sdo
agentes de biocontrole eficazes contra varias bactérias fitopatogénicas. Além disso,
pesquisas recentes mostraram que esses fungos melhoram a resisténcia, o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, aumentando a producao de colheitas.

Antibiéticos, micoparasitismo, competicdo por nutrientes e promoc¢do de
resisténcia sistémica das plantas sdo mecanismos tipicos. As espécies de
Trichoderma tém sido empregadas recentemente em sistemas de manejo de doencas

sustentaveis para combater doencas de plantas.
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CAPITULO Il - Negative effects on the development of Chrysodeixis includens
and Spodoptera cosmioides fed by peanut plants inoculated with
entomopathogenic fungi?

Abstract - Recent studies have shown that entomopathogenic fungi, as
endophytes, can have beneficial effects on plants, protecting them from defoliating
insects. The potential of endophytic association by entomopathogenic fungi with
the peanut crop has been little explored. In our study, we conducted experiments
by inoculation of peanut seeds through a soil drench method with nine
strains/species of entomopathogenic fungi of the genera Metarhizium, Beauveria
and Cordyceps, subsequently these plants were consumed by two larval pests,
Chrysodeixis includens and Spodoptera cosmioides. The parameters of larval
growth rates, mortality, foliar consumption and larval period were observed during
the development of larvae. In addition, the endophytic capacity of these fungi in
peanut plants and their persistence in soil were investigated. In two replicate
greenhouse trials for each larva, peanut plants were inoculated with fungi by the
soil-drench method. We evaluated the performance of C. includens and S.
cosmioides feeding on inoculated peanut plants starting at the 2nd larval instar.
The larval and pupal weights of C. includens and S. cosmioides were significantly
different among the fungal treatment groups, where insects feeding on control
plants exhibited higher larval and pupal weights than insects feeding on treated
plants. The differences in larval period showed that Control larvae pupated faster
than the larvae fed on fungal-inoculated plants, fungal treatments had a larval
period of 3 to 5 days more than the control. The mortality rates of C. includens and
S. cosmioides were significantly different among the fungal treatment groups,
insects fed on Control plants exhibited higher survival than insects fed on fungal-
inoculated plants. The persistence of all Metarhizium fungi was higher in the soil
compared to other fungi, and only Metarhizium and B. bassiana IBCB215 emerged
from the phyllosphere of peanut plants. Although the fungus Cordyceps presented
the worst performance among the fungal treatments. Overall, our results
demonstrate the negative effects on the development of C. includens and S.
cosmioides that were fed on fungal-inoculated peanut plants, the best results
recorded were for Metarhizium strains and the fungus B. bassiana IBCB215.

Keywords: biological control (CB), entomopathogen, peanut (A. hypogaea L.),
hypocreales, Lepidoptera

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Frontiers in Fungal
Biology. Aceito em: 15 de Dezembro de 2022, https://doi.org/10.3389/ffunb.2022.9685
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INTRODUCTION

The peanut (Arachis hypogaea L.) is an economically important oil seed crop
that can be grown as a food resource, cover crop, green manure, forage, intercrop and
hay (Akram et al., 2018). The peanut is important because it is the fourth most planted
oilseed in the world, whose grains represent an important source of carbohydrates,
protein and oil. In addition, it is rich in vitamins and amino acids and is considered a
high-calorie food (Davis et al., 2016).

Brazil produced more than 700.5 mt of peanuts in 2021/22 and occupies the
11th position among the world’s largest producers, being the second largest exporter
in Latin America (USDA, 2021). The largest concentration of Brazilian production is in
the southeast, with the state of Sdo Paulo being the largest producer in the country
(Conab, 2022).

Nevertheless, the high agricultural cost due to the need for frequent applications
of pesticides for pest control puts the viability of peanut agribusiness at risk (Santos et
al., 2013; Pirotta et al., 2017). Michelotto et al. (2015) estimate that approximately 30%
of the total cost of production of a hectare is spent on the control of pests and diseases
affecting the crop. In addition, frequent applications of pesticides have caused negative
effects on the populations of natural enemies, leading to unbalanced agrosystems and
pest population outbreaks (Moscardi et al., 2011).

Due to concerns about the influence of pesticides on the environment and
human safety, it is necessary to push forward the development of environmentally
friendly and economically viable and reliable strategies (Mantzoukas and Eliopoulos,
2020).

Among the main pests that occur in peanuts, the lepidopterous genera
Stegasta, Spodoptera, Chrysodeixis and Helicoverpa are the most important
(Michelotto et al., 2012; Pinto et al., 2020; Virk et al., 2021; Costa et al., 2022). In
addition to lepidoptera, the peanut crop is severely attacked by thrips, especially the
honeysuckle thrips Enneothrips flavens Molton (Lourencao et al., 2007; Calore et al.,
2012; Michelotto et al., 2012).
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Entomopathogenic fungi have emerged as a sustainable alternative in
agroecosystems, as they can infect a large number of arthropods and maintain the
pest population. In balance through the field as a safe alternative to toxic chemical
insecticides (Alves, 1998; Litwin et al.,, 2020). In Brazil, several national and
multinational companies have been marketing entomopathogenic fungi as
biopesticides for the control of major agricultural pests (Mascarin et al., 2019).

In addition to their use as biological insecticides, there is growing evidence that
many species of entomopathogenic fungi can colonize the tissues of certain plants
(Vega et al., 2008; Bamisile et al., 2018). Although only a few species have been
reported as natural endophytes, there have been many successful attempts to
artificially introduce the entomopathogenic fungi into plants using different techniques
(Vega, 2018). This natural or artificial colonization can have several beneficial effects
on plants, such as promotion of plant growth (Sasan and Bidochka, 2012), improved
nutrient acquisition (Behie and Bidochka, 2014) and protection against
phytopathogens and pests (Jaber and Enkerli, 2017; Vega, 2018).

Endophytic fungi can have significantly longer efficacy periods than
nonendophytic organisms, since many are able to survive for at least the entire growing
season of an annual crop (Harman et al., 2008). Endophytic strains of fungi, which
colonize trees, can settle on the shoots, roots, or stems of perennial plants (Worapong
et al., 2002; Hanada et al., 2008). Therefore, the use of entomopathogenic fungi as
endophytes provides a new alternative for the biological control of pests and
phytopathogens (Vidal and Jaber, 2015).

Most studies with entomopathogenic endophytic fungi have been conducted on
annual and perennial crops of agronomic importance; however, studies with peanut
plants are nonexistent (Vega, 2018; Mantzoukas et al., 2022). In this context, our study
evaluated the effects of several species of entomopathogenic fungi on the
development and plant consumption of Spodoptera cosmioides and Chrysodeixis

includens in inoculated peanut plants.
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MATERIALS AND METHODS

Fungal strains and inoculum preparation
Nine isolates of the fungi B. bassiana, M. anisopliae and C. fumosorosea were
obtained from the Mycological Collection of EMBRAPA, CFI - Invertebrate Fungi (CG,

Brasilia, DF, Brazil) and Instituto Bioldgico (IBCB, Campinas, SP, Brazil) and used in

bioassays (see Table 1).

TABLE 1. Origin of entomopathogenic fungi used in the bioassays.

Isolates Strains Origin Host
IBCB215 Beauveria bassiana Ribeirao Preto - SP Soil

IBCB66 Beauveria bassiana Sao Jose do Rio Pardo SP Hypothenemus hampei
CGl1126 Metarhizium brunneum Flores da Cunha - RS Eurhizococcus brasiliensis
CG814 Metarhizium humberi Dom Aquino - MT Scaptocoris castanea
CG1123 Metarhizium alvesii Quixeré - CE Soil

IBCB425 Metarhizium anisopliae Iporanga - SP Soil

IBCB348 Metarhizium anisopliae Araras - SP Mahanarva fimbriolata
IBCB 130 Cordyceps fumosorosea Florinia-SP Soil

IBCB 867 Cordyceps fumosorosea Palmeiras de Goias-GO Helicoverpa armigera

Control

CG = Mycological Collection of EMBRAPA, CFI - Invertebrate Fungi, Brasilia, DF, Brazil.
IBCB = “Oldemar Cardim Abreu” Collection of Entomopathogen Cultures, Instituto Biologico, Campinas, Sao Paulo, Brazil.

Fungal isolates were grown on Petri dishes with potato-dextrose-agar (PDA;
KASVI) medium and incubated in a B.O. D (Bio-Oxygen Demand) incubator in the dark
at 26 = 2°C for 10 days.

Subsequently, solid fermentation was performed to increase the amount of
inoculum used for the experiments. For solid fermentation, 250 ml borosilicate glass
bottles (Schott bottles) containing 50 g of parboiled rice were used. Initially, the
substrate was hydrated with 100 ml of distilled water and kept at room temperature for
50 min. Then, the rice was sieved to remove excess water and returned to the Schott
bottles to be autoclaved at 120°C for 20 min.

The inoculum of each fungal isolate was prepared by scraping the conidia
present in the PDA culture medium and diluting with sterilized distilled water with 0.01%

(v/v) Tween 80®. Inoculation of Schott bottles was performed in an aseptic laminar flow
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chamber by adding 5 ml of conidia suspension of each isolate, and then all flasks were
kept in B.O.D. in the dark at 26+ 2°C for 10 days.

After the proliferation of fungal isolates, a conidial suspension was prepared by
washing the rice grains with 150 ml of 0.01% (v/v) Tween 80® in each flask, and the
conidial concentration was adjusted to 1 x 108 conidia/ml by counting in a Neubauer
hemocytometer (KASVI) with an optical microscope (LEICA DMLB).

To confirm the viability of the fungi used in the experiments, conidia germination
was determined by the direct counting method in 4 ml of PDA adjusted to 0.001% (v/v)
Derosal® 500 SC (Carbendazim, Bayer CropScience, SP, Brazil) in Rodac® plates
incubated with suspensions of 1x10° conidia/ml for each fungal species (Oliveira et al.,
2015).

Subsequently, the Petri plates were kept in B.O.D. for 22 h in the dark at 26 +
2°C. The number of germinated and nongerminated conidia was quantified under an
optical microscope, estimating the percentage of germinated conidia. The suspensions

were used only if germination rates were greater than 90%.

Obtaining neonatal larvae

The larvae of C. includens and S. cosmioides were obtained from the Insect
Biology Laboratory of the Department of Entomology and Acarology of ESALQ-USP,
Piracicaba, State of Sdo Paul, Brazil. The eggs of both species were placed in plastic
jars (500 ml) containing moist filter paper and kept in a B.O.D. chamber at 26 + 1°C for
12 h of photophase. First instar neonates were fed on control (uninoculated) peanut
until they reached the 2" instar to acclimate larvae to feed on live plants versus artificial
diet.

Peanut seed inoculation with entomopathogenic fungi

Peanut seeds of the variety IAC OL-3 were obtained from COPLANA -
Agroindustrial Cooperative, Jaboticabal, SP, Brazil. The seeds were transferred to
plastic pots (0.7 L) containing a non-sterilized soil mixture of clay loam soil and sand
(2:1). Four seeds per cup were sown at a depth of 2 cm.

The inoculation of fungal isolates and the control treatment were performed by
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direct application of the conidia suspension on the seed (soil drenching) according to
the methodology of Parsa et al. (2013). The inoculation of each treatment was
performed by applying 2 ml of the suspension with 1 x 108 conidia/ml on the seed after
sowing. The control treatment was inoculated with 2 ml of sterile aqueous solution with
0.01% (v/v) Tween 80® without adding fungal inoculum.

All inoculated plants were grown in a greenhouse for 30 days at ~27 + 3°C, with
a natural photoperiod (10.5 to 13.5 hours) for the duration of the experiment. Pots were
placed in a completely randomized design, watered as needed and fertilized biweekly
with 3 g/dm3 of Osmocote® slow-release pelletized fertilizer (N; P20s; K20 - 14-14-14)
per pot.

S. cosmioides and C. includens developmental test on peanut plants inoculated

with entomopathogenic fungi

We conducted two experiments, repeated twice in time, for each larva to check
the effects of nine entomopathogenic fungi, Metarhizium, B. bassiana and C.
fumosorosea, on the survival and development of S. cosmioides and C. includens. S.
cosmioides larval infestation times were March 5, 2020, for the first assay and August
15t 2021, for the second assay. C. includens larvae were set up on April 3, 2020, and
September 21, 2021, for the first and second assays, respectively.

For each experiment, 30-day-old peanut plants were inoculated with the
entomopathogenic fungi described in Table 1 and the control treatment, and in each
pot, a plastic layer was placed on the soil surface to isolate the larvae by direct contact
with the conidia in the soil.

It was necessary to avoid contamination by conidia to accurately assess the

indirect effects of leaf and stem consumption by larvae (Figure 1).
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Larva inoculation

Whole peanut plant Peanut plant 100% consumed plant
after thinning (36 cm®)

FIGURE 1. lllustrative scheme. (A) The vessel used in the experiments. (B) Thinning

process of peanut plants, inoculation, and after being consumed by the larva.

Each plant was infested with a 2nd instar larva and covered with a sheer
Organza bag (7 in x 9 in: 0.3 0z) to prevent larvae from escaping and allow airflow.
The C. includens larvae were observed for 27 days and S. cosmioides for 30 days
because each larval species has a different developmental period starting from the first
instar.

Each larva within each plant was considered a repetition, and each treatment
had 30 repetitions, totaling 30 infested pots per treatment. Larvae were weighed every
3 days on a high-precision scale. Mortality was recorded daily, and days to pupation,
pupal weight and foliar consumption from control and treated plants were also recorded
during both greenhouse trials.

If the plant reached a high level of defoliation, it was replaced by a new plant of
the same treatment to continue the experiment until the larvae reached the pupal
stage. For the replacement of fungal-inoculated peanut plants, new plants were sown

throughout the experiments. The sowing dates of the new lots were consecutive, to
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always have plants of the same age and not lack food for both larvae.

The estimate of leaf area consumed was analyzed with LeafByte mobile
application (Getman-Pickering et al., 2020). Twenty-five plants 30 days old were
collected and pricked, leaving only 3 pairs of 4 leaflets, and the leaves were measured
to generate an estimate of leaf area for each plant.

The average was determined at 36.6 cm? for each plant. The entire consumption
of a plant was considered when the larvae ate all the leaves (Figure 1), and then it was
replenished with a new inoculated plant with the same age characteristics and fungal

inoculation.

Colonization of entomopathogenic fungi on peanut plants and soil

Peanut plants inoculated with fungal treatments were whole washed in distilled
water to remove surface dirt on leaves and the soil at the roots 30 days after
inoculation. Subsequently, the plant material (roots, stems and leaves) was cut with
scissors into fragments.

For each treatment, 5 plants were randomly selected, totaling 60 plant
fragments per treatment (20 roots, 20 stems and 20 leaves). These samples were
superficially sterilized by immersion in 70% ethanol for 1 min, 1% sodium hypochlorite
(NaOCl) for 2 min, and 70% ethanol for 1 min again, rinsed three times in sterile distilled
water and dried on sterile filter paper. Sterilization efficacy was confirmed by plating
100 ul of the last rinse water on PDA media, and the absence of fungal or bacterial
growth was considered indicative of a successful sterilization technique (Parsa et al.,
2013), and each leaf section was printed on PDA media before and after sterilization
(Greenfield et al., 2016).

Plant samples were then individually placed in Petri dishes (9015 mm)
containing 20 ml of PDA with 0.5 g/L cycloheximide, 0.2 g/L chloramphenicol, 0.5 g/L
Dodine (65%) and 0.01 g/L Crystal Violet (Behie et al., 2015). Petri dishes were
incubated in the dark at 24°C for 15 days. Prepared suspensions of the soil where the
plants grew were also seeded on the same selective medium at the following four
concentrations after serial dilution in distilled water + 0.05% Tween 80®: 1x10, 1x10"
1 1x1072, and 1x1073.

Petri dishes were incubated in the dark at 24°C for 15 days, and the presence
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of colonies (CFU) was quantified at each concentration after the incubation period. The
presence of entomopathogenic fungi in plant tissues and diluted soil was confirmed by
observing the growth of colonies of each fungal species on the culture medium and
observing the reproductive structures under an optical microscope (morphological
visualization), according to the taxonomic keys described by Humber (2012). The
colonization frequency was estimated as the number of fragments colonized by
entomopathogenic fungi in comparison to the total number of plant fragments and

expressed as a percentage.

Statistical analysis

For larval weight, period, and foliar consumption, as well as per pupal weight,
homogeneity of variance was performed using the Kolmogorov-Smirnov test, which
showed that the data were normally distributed. For the mortality variable, the
homogeneity of variance test was performed using the Shapiro-Wilk test.

To assess S. cosmioides and C. includens mortality, larval weight, pupal weight,
larval period and larval foliar consumption, an analysis of variance (ANOVA) was
performed in the software R Studio® (library used “ExpDes.pt”, “agricolae” “nortest”)
in a completely randomized design (CRD) (R Core Team, 2020). When a significant
result was detected, the means were compared using Tukey’s test at 5% probability
for mortality and Scott-Knott’s test at 5% probability for all other variables.

To compare the permanence of fungi, the quantification of colony forming units
(CFU) per gram of soil was used. The log-transformed values were submitted to one-
way ANOVA, considering a confidence level of 95%. Given the existence of
differences, the means of the groups were compared pairwise using the Tukey honest
significant difference (Tukey-HSD) test at a 5% significance level (p value < 0.05).

Statistical tests were conducted in R software (R Core Team, 2020) using native
functions and the “HSD.test” function of the “agricolae” package (Mendiburu, 2021).
The graphical representation of the comparison of means was obtained with the

“ggplot2” package (Wickham, 2016).

RESULTS
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S. cosmioides and C. includens larval and pupal weights

The weight of S. cosmioides larvae was recorded for 27 days and C. includens
for 24 days, but due to discrepancies in weight values, delays in larval development
and occasional deaths, analyses of larval weights were made 15 days after the
experiments were installed.

The weights of S. cosmioides and C. includens larvae fed on fungal-inoculate
plants differed from the control, with the Metarhizium strains (CG814, CG1123,
CG1126 and IBCB348) causing the lowest larval weights for both insect species (see
Table 2).

TABLE 2. S. cosmioides and C. includens larval weights after feeding for 15 days on

peanut plants inoculated with entomopathogenic fungi and uninoculated control.

Larval weight on 15" day (mg)

Treatment

Spodoptera cosmioides Chrysodeixis includens
Control 238.56 £ 5.30 a 261.04 £2.04a
Beauveria bassiana IBCB66 191.35 +5.20 ¢ 23142 +241b
Cordyceps fumosorosea IBCB130 207.59 + 3.67 b 231.39 +4.80 b
Beauveria bassiana IBCB215 189.57 £7.23 ¢ 207.81 £ 3.55¢
Cordyceps fumosorosea IBCB867 192.15+4.12 ¢ 19225 +4.55 d
Metarhizium anisopliae IBCB425 180.19 +5.70 ¢ 192.11 +3.34d
Metarhizium anisopliae IBCB348 17344 £591d 188.41 +4.68 d
Metarhizium brunneum CG1126 161.11 +4.93 d 179.65 + 4.88 ¢
Metarhizium alvesii CG1123 163.90 +3.77 d 176.15 + 4.16 ¢
Metarhizium humberi CG814 163.96 + 5.99 d 17332+ 4.59 ¢
p value 22x107* 22x107'¢
Normality Kolmogorov-Smirnov 0.09107 0.6996

Means followed by the same letter are not significantly different (Scott-Knott 5%).

For the S. cosmioides trial, a maximum weight of 238.56 + 5.30 mg and a minimum
weight of 161.11 + 4.93 mg were recorded, corresponding to the control and CG1126
treatments, respectively. For the C. includens assay, the maximum and minimum weights were
261.04 mg and 173.32 £+ 4.59 mg, respectively, corresponding to the treatment with strain
CG814 (see Table 2).

In both assays, there were significant differences, and their probabilities of significance
(p value) were 2.2 x 10 -16 for both larvae. The normality values of the data, calculated by the
Kolmogorov-Smirnov test, were 0.09107 for S. cosmioides and 0.6996 for C. includens.

All pupal weight treatments of both larvae were significantly different from the control,
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with the exception of IBCB130 and CG1123, which had no significant differences from the
control for C. includens treatments. S. cosmioides individuals from fungi-inoculated treatments
(CG1123, CG1126, IBCB215 and IBCB425) had the lowest pupal weights (see Table 3).

TABLE 3. S. cosmioides and C. includens pupal weights after feeding on peanut plants

inoculated with entomopathogenic fungi and uninoculated control.

Pupal weight (mg)

Treatment

Spodoptera cosmioides Chrysodeixis includens
Metarhizium anisopliae IBCB425 281.69 + 2.58 ¢ 27397 £ 1.55a
Cordyceps fumosorosea IBCB130 289.67 £ 1.93 b 27207 £2.02a
Metarhizium alvesii CG1123 280.77 £2.33 ¢ 271.88 + 1.30 a
Cordyceps fumosorosea IBCB867 286.14 + 1.86 b 269.84 +£2.01b
Metarhizium anisopliae IBCB348 2828 +£2.50 ¢ 269.67 + 1.26 b
Beauveria bassiana IBCB215 281.16 + 2.60 ¢ 26455 +2.23b
Metarhizium humberi CG814 28594+ 213 b 268.52 £ 0.71b
Metarhizium brunneum CG1126 27892 +277 ¢ 268.51 + 0.99 b
Beauveria bassiana IBCB66 292.56 +2.35b 266.66 = 2.16 b
Control 32726 £349 a 268.74 £ 2.00 b
p value 851 x 10™° 0.015023
Normality Kolmogorov-Smirnov 0.1055 0.5418

Means followed by the same letter are not significantly different (Scott-Knott 5%).

The lowest pupal weights for C. includens individuals with fungi inoculated treatments
were IBCB215, IBCB66, CG1126 and CG814. The fungi B. bassiana IBCB215 and
Metarhizium CG1126 were observed to show the significantly lowest pupal weight for both
larvae S. cosmioides and C. includens.

The maximum and minimum average weights of S. cosmioides pupae were 327.26 *
3.49 mg and 278.92 + 2.77 mg, corresponding to the CG1126 and control treatments,
respectively. However, C. includens treatments IBCB425 and IBCB215 recorded a weight of
273.97 £ 1.55 mg (max.) and 264.55 + 2.23 mg (min.) (see Table 3).

The probability values (p values) for the S. cosmioides and C. includens tests were
8.51 x 10-45 and 0.015023, respectively, and the normality of the data, according to the
Kolmogorov-Smirnov test at 5%, was 0.1055 and 0.5418 for S. cosmioides and C. includens,
respectively.

S. cosmioides and C. includens larval period and foliar consumption
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The larval periods of the S. cosmioides and C. includens treatments were significantly
different from the larval period of the control, with the exception of IBCB130, which had no

significant difference from the S. cosmioides control treatment (see Table 4).

TABLE 4. S. cosmioides and C. includens larval period after feeding on peanut plants

inoculated with entomopathogenic fungi and uninoculated control.

Larval period (days)

Treatment

Spodoptera cosmioides Chrysodeixis includens
Metarhizium alvesii CG1123 2844 £0.29a 25.60 + 0.27 a
Metarhizium humberi CG814 2832+ 030 a 2581 +025a
Metarhizium brunneum CG1126 2807 £ 0.28 a 24.84 £0.30 b
Beauveria bassiana IBCB215 2726 £032b 23.36 £0.36 ¢
Metarhizium anisopliae IBCB348 27.09 £ 035 b 24.50 £0.22 b
Cordyceps fumosorosea IBCB867 26.4+0.19 ¢ 23.87 £0.38 ¢
Beauveria bassiana IBCB66 26.35+0.19 ¢ 21.51£031d
Metarhizium anisopliae IBCB425 26.25+0.22 ¢ 2348 +0.31 ¢
Cordyceps fumosorosea IBCB130 2567 £0.27d 21.87 £ 043 d
Control 2497 £0.31d 2030 £ 0.24 e
p value 248 x 102 2,20 x 107'¢
Normality Kolmogorov-Smirnov 0.0661 0.1240

Means followed by the same letter are not significantly different (Scott-Knott 5%).

Pairwise comparisons showed that control larvae pupated faster than the larvae fed on
fungal-inoculated plants. The Metarhizium fungi treatments CG1123, CG814 and CG1126 had
the longest S. cosmioides and C. includens larval periods. The fungi Metarhizium treatments
CG1123 and CG814 showed the significantly longest larval delay for both larvae S. cosmioides
and C. includens.

The S. cosmioides treatments CG1123 and Control recorded the maximum (28.44 *
0.29 days) and minimum (24.97 + 0.31 days) larval periods; thus, there was a larval delay of
approximately 3 days for fungal-inoculated plants in comparison to the control (see Table 4).
For the C. includens treatments CG814 and Control, the maximum (25.81 £ 0.25 days) and
minimum (20.30 = 0.24 days) larval periods were recorded, exhibiting a larval delay of
approximately 5 days for fungal-inoculated plants in comparison to the control.

The mean area of leaves consumed by both larvae differed significantly among
treatments (S. cosmioides, p = 2.2 x 10 -16 and C. includens, p = 0.000176) (see Table 5).
The control and CG814 treatments for the S. cosmioides and C. includens assays recorded
the maximum (261.05 + 5.76 cm?; 165.06 + 6.43 cm?) and minimum (1st = 173.32 + 7.94 cm?,
122.24 + 7.93 cm?) leaf consumption values, respectively (see Table 5).
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TABLE 5. Cumulative foliar consumption (cm2) of S. cosmioides and C. includens fed with

peanut plants inoculated with entomopathogenic fungi and uninoculated control.

Foliar consumption (cm?)

Treatment

Spodoptera cosmioides Chrysodeixis includens
Control 261.05 + 5.76 a 165.06 + 6.43 a
Beauveria bassiana IBCB66 231.42+529b 143.83 £+ 7.68 a
Cordyceps fumosorosea IBCB130 231.40 + 482 b 150.06 + 6.02 a
Beauveria bassiana IBCB215 207.81 £7.14 ¢ 122.61 £9.95b
Cordyceps fumosorosea IBCB867 192.26 +5.40 d 142.74 £ 6.79 a
Metarhizium anisopliae IBCB425 192.12 + 6.58 d 15445 + 6.63 a
Metarhizium anisopliae IBCB348 188.42 £7.61 d 139.81 £7.29a
Metarhizium brunneum CG1126 179.65 + 7.38 e 127.00 + 8.20 b
Metarhizium alvesii CG1123 176.15+7.75 ¢ 126.63 +8.37 b
Metarhizium humberi CG814 17332 + 794 ¢ 12224 +7.93 b
p value 22x107" 0.000176
Normality Kolmogorov-Smirnov 0.4032 00.69

Means followed by the same letter are not significantly different (Scott-Knott 5%).

The normality values of the data, calculated by the Kolmogorov-Smirnov test, were
0.4032 for the S. cosmioides test and 00.69 for the C. includens test. The fungal Metarhizium
strains CG1126, CG1123, and CG814 presented lower foliar consumption by both larval
species.

S. cosmioides and C. includens mortality

Comparisons showed that control individuals lived longer on average than the
individuals on fungal-treated plants. Metarhizium strains CG1126, CG814, CG1123
and B. bassiana IBCB215 caused the highest mortalities on both insect species (see
Table 6).

TABLE 6. Mortality (%) of S. cosmioides and C. includens fed peanut plants inoculated
with entomopathogenic fungi and the uninoculated control.
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Mortality (%)

Treatment

Spodoptera cosmioides Chrysodeixis includens
Metarhizium brunneum CG1126 46 + 5.36 ab 38+52la
Metarhizium humberi CG814 50 +2.82a 38+593a
Metarhizium alvesii CG1123 46 + 4.56 ab 34 + 3.57 ab
Beauveria bassiana IBCB215 34 + 4.56 abc 34 £ 6.69 ab
Metarhizium anisopliae IBCB348 32 +4.38 abc 18 + 5.93 abc
Beauveria bassiana IBCB66 16 + 3.57 cd 18 + 1.78 abc
Cordyceps fumosorosea IBCB867 20 +£2.82cd 18 + 3.34 abc
Metarhizium anisopliae IBCB425 28 + 4.38 bed 12 + 521 bc
Cordyceps fumosorosea IBCB130 14 +4.56 cd 8+52l ¢
Control 8+3.34d 6+219c¢
p value 5.12x 10 7.31x 10 %
Normality Shapiro-Wilk 0.1912 0.06140

Means followed by the same letter are not sigaificantly diferent (Tukey 5%).

The highest mortality rates for both larvae were reported for the CG814
treatment, with 50 £ 2.82% for S. cosmioides and 38 = 5.93% for C. includens. The
lowest mortality rate in fungal treatments was recorded in IBCB130, 14 + 4.56% for S.
cosmioides and 8 £ 5.21% for C. includens (see Table 6).

The probability of significance (p value) for S. cosmioides and C. includens trials
was 5.12 x 10-08 and 7.31 x 10 -05, respectively. Additionally, the normality of the data
was estimated using the Shapiro-Wilk test, obtaining values of 0.1912 and 0.06140.

Occurrence of entomopathogenic fungi in soil and peanut plants

Metarhizium (CG814, CG112, CG11236, IBCB348) and B. bassiana IBCB215
isolates became endophytic with relatively low colonization levels at 30 days after
peanut seed inoculation (see Table 7). For Metarhizium, roots and leaves were
colonized, while B. bassiana colonized stems and leaves (see Table 7).

TABLE 7. Occurrence (%) of entomopathogenic fungi in peanut plant fragments at 30

days after inoculation.
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S. cosmioides and C. includens

Treatments Root (%) Stem (%) Leaf (%)
Beauveria bassiana IBCB215 0 20 10
Beauveria bassiana IBCB66 0 0 0
Metarhizium brunneum CG1126 25 0 10
Metarhizium humberi CG814 25 0 10
Metarhizium alvesii CG1123 20 0 15
Metarhizium anisopliae IBCB425 10 0 0
Metarhizium anisopliae IBCB348 15 0 5
Cordyceps fumosorosea IBCB 130 0 0 0
Cordyceps fumosorosea IBCB 867 0 0 0
Control 0 0 0

None of the target fungi were recovered from the plant tissue in the control
treatment, C. fumosorosea isolates (IBCB 130, IBCB 867) and B. bassiana IBCB66.
Occasionally, other unidentified fungi were grown from the plant tissues but with no
apparent relationship to the treatment.

In general, the presence of all entomopathogenic fungi was higher in the soll
than in the phyllosphere. For instance, the presence of some Metarhizium strains was
significantly higher in soil (CG814 7.7 x 106 CFU/g, CG1126 6.2 x 106 CFU/g, CG1123
4.0 x 106 CFU/g and IBCB 348 9.5 x 105 CFU/qg), followed by B. bassiana IBCB215
(1.6 x 105 CFU/g) and M. anisopliae IBCB425 (3.1 x 105 CFU/qg) (see Figure 2).
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FIGURE 2. Presence of entomopathogenic fungi in CFU/g soil on peanut plants 30

days after inoculation.

DISCUSSION

Most studies of entomopathogenic fungi in agriculture over time have focused
on their pathogenicity to insects by spraying formulated products on plants. However,
recent studies of the ecological interaction of these fungi in soils and plants are
providing a novel alternative for the management of insect pests, such as the potential
of the endophytic relationship of these fungi with plants (Bamisile et al., 2018; Vega et
al., 2018; Mantzoukas et al., 2022).

The ability to minimize attack from lepidopterous larvae has widely been
reported by Vega et al. (2018) for many crops, but to date, no studies have been
conducted with peanut plants in this sense.

Our results provide the first report on survivorship and performance parameters
for S. cosmioides and C. includens fed inoculated peanut plants with
entomopathogenic fungi (Metarhizium, Beauveria and Cordyceps).

Fungal endophytes can provide protection for crop plants against insect attack.
However, some fungal and plant endophytic associations do not necessarily protect
the plant from pest attacks, and only a few species associations function as defensive

mutualism (Bamisile et al., 2021).
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Several studies investigating the role of endophytes in protecting different crops
against lepidopteran species did not measure insect performance parameters;
however, they observed a reduction in the damage caused by pests (Jaber, L. R.,
Enkerli, J. (2017); Bamisile et al., 2018; Vega et al., 2018).

Environmental factors play a vital role in entomopathogenic fungi survival.
Generally, entomopathogenic fungi survive well in nature between 10°C and 30°C, and
the ideal temperature and higher humidity with frequent water spray observed in our
study area could favor the activity of the fungal pathogens, as reported by Mc Coy et
al. (1988).

Studying the persistence of entomopathogenic fungal pathogens is essential for
their successful application and efficacy in the soil (Enkerli et al., 2004). In our study,
the fungus B. bassiana was found in stems and leaves, while Metarhizium was mostly
found within the plant roots and leaves.

Our results are similar to those obtained by Behie et al. (2015), who reported
that B. bassiana and Pochonia chlamydosporia were localized within the stems and
leaves, while Metarhizium spp. was mostly found within the plant roots. According to
Tefera and Vidal (2009), colonization by B. bassiana is more widespread in leaves and
stems than in roots.

Our study used the soil-drench technique to inoculate the fungi in peanut plants.
Russo et al. (2019) demonstrated the effectiveness of three fungal inoculation methods
(leaf spray, seed immersion and root immersion) to establish the fungus B. bassiana
as an endophyte in soybeans, and the leaf spray inoculation method was the most
successful.

However, other authors, such as Parsa et al. (2013), obtained good results in
colonizing bean plants using the method performed in our study, and according to
these authors and Bamisile et al. (2018), the specific outcome of endophytic
colonization may depend on the target crop species or variety, the strain or isolate of
entomopathogenic fungi species used, and the plant growth conditions.

Our study showed that Metarhizium strains had greater endophytic capacity and
greater presence in the soil than the other fungi tested. Jaber and Enkerli (2017)
described that fungal entomopathogens may colonize particular host plants more

efficiently than others, which might consequently influence the level of plant protection
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by the colonizing fungi.

A limitation of many studies is that they did not measure the consumption of
plant material by larvae feeding on plants inoculated with fungi or control plants, which
could show possible inhibition or compensatory feeding behavior by larvae. Measuring
the leaf area of whole plants is a difficult task, but in our study, we tested a method
using peanut plants of the same age and the same number of leaves after trimming,
So it was possible to perform a predetermined average of the whole plants.

Our study showed that the foliar consumption of S. cosmioides and C. includens
larvae was drastically lower for some fungal treatments than for the control. In a similar
study, Barta (2018) described that Cameraria ohridella larvae that fed on horse-
chestnut leaves inoculated with Beauveria presented leaf areas up to 5 times smaller
than the leaf areas of control plants.

Cabezas et al. (2013) demonstrated that S. cosmioides larvae consumed a daily
average of 558 cm2 to 15.3 cm? on castor and barbados nut leaves during
development from the third instar to the pupal stage, while Bueno et al. (2011)
mentioned that C. includens larvae can consume average values of 64 cm2 to 200
cm2 during the larval cycle. These results are similar to our study based on control
treatment for both larvae.

We observed that the consumption of larvae that fed on plants with fungus was
reduced by approximately 88 cm2 for S. cosmioides and 43 cm2 for C. includens.

The weights of S. cosmioides and C. includens larvae and pupae were
significantly different between the fungal treatment groups in our greenhouse trials.
Similar results were obtained in some studies.

The authors McGee (2002); Powell et al. (2009); Leckie et al. (2008) found an
effect of endophytes on the gained weight of lepidopteran species H. armigera, H.
punctigera and H. zea. However, these effects were observed by incorporating fungal
broth extracts of the endophytes into artificial diets rather than evaluating effects on
insect growth via in planta feeding assays.

Some studies similar to ours that utilized in planta feeding assays (Jallow et al.,
2004; Jaber and Vidal, 2010) found a significant decrease in the relative growth rate of
H. armigera larvae feeding on A. strictum-inoculated plants, but they did not observe a

difference in pupal weights among treatments.
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Additionally, Barta (2018) found that C. ohridella larvae fed horse chestnut
leaves had lower pupal weights than larvae fed control leaves (without fungus). Lopez
and Sword (2015) did not observe a difference in pupal and larval weights of H. zea
larvae feeding on cotton-inoculated plants.

Our results showed significant larval mortality rates for S. cosmioides and C.
includens of the fungal endophyte treatment on peanut plants; almost all strains of
Metarhizium and only one strain of B. bassiana in our study showed the highest rates
of mortality. However, the strains of C. fumosorosea (IBCB 130 and IBCB 867) and B.
bassiana IBCB66 did not show high rates of larval mortality compared to other fungi.

Other studies showed similar results with different fungal isolates, plants and
insects, including the study conducted by Resquin-Romero et al. (2016), who tested
the effects of inoculating the fungi B. bassiana and M. brunneum on alfalfa, tomato and
melon plants on Spodoptera littoralis larvae.

The results showed that S. littoralis fed on inoculated plants had mortalities
ranging from 41.7 to 76.6%. Another study by Pefia-pefa et al. (2015) showed mortality
rates of 50% in Anomala cincta larvae that fed on corn plants inoculated with M.
pingshaense.

Mantzoukas et al. (2015) also showed larval mortality rates of 70 to 100% in
Sesamia nonagrioides feeding on sorghum plants inoculated with the fungi B.
bassiana, M. robertsii and |. fumosorosea. Leckie (2002); Powell et al. (2009) and
Lopez and Sword (2015) reported a reduction in the damage caused and mortality of
H. zea in tomato plants after treatment with B. bassiana.

Another study by Sanchez-Rodriguez et al. (2018) showed that 30-57% of S.
littoralis larvae died after consuming endophytically colonized wheat leaves. Klieber
and Reineke (2016) additionally recorded 50% mortality of all larval instars and
reduced longevity of Tuta absoluta larvae fed with B. bassiana colonized with tomato
leaves.

In this context, according to Bamisile et al. (2018), entomopathogenic fungal
endophytes activate the production of plant defense proteins in their colonizing hosts.
Thus, the induced systemic responses produced by fungal endophytes are related to
the amplification of expressed genes in pathogenesis (Fadiji and Babalola, 2020).

Their capacity to increase the production of important metabolites, proteins and
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other defense enzymes in peanuts has been demonstrated by Senthilraja et al. (2013)
in peanut seedlings inoculated with B. bassiana and Pseudomonas fluorescens. In
another study, a similar combination of B. bassiana and P. fluorescens strains
significantly reduced damage caused by leafminer (Aproaerema modicella Deventer)
on peanuts (Senthilraja et al., 2010)

Our study demonstrated developmental delay up to the pupal stage for both
larvae that fed on peanut plants inoculated with fungi, and the differences in larval
delay in fungi treatments relative to the control reached an average of 3 to 5 days. A
similar delay in pupation was observed by Jaber and Vidal (2010), who showed that H.
armigera feeding on endophyte-treated plants in planta trials exhibited slower larval
and prepupal developmental times than individuals feeding on control plants.

In contrast, Leckie et al. (2008), using H. zea individuals feeding on B. bassiana
broth extracts incorporated into an artificial diet, showed that larvae feeding on
endophyte treatments pupated faster than the control (13 vs. 15 days). Lopez and
Sword (2015) also observed any difference in days to pupation of H. zea consuming
cotton plants inoculated with B. bassiana endophyte in greenhouse trials, but they
observed that control insects reached the adult stage faster than the B. bassiana
endophyte treatment. In our study, we did not evaluate the time from pupa to adult
stage of insects.

In conclusion, the manipulation of endophytic fungi has the potential to protect
plants from insect herbivores. Our study demonstrated for the first time the positive
effects of the endophytic entomopathogens Metarhizium and B. bassiana in peanut
plants. We observed negative effects on the survival and development of two
herbivorous insect pests, S. cosmioides and C. includens. Importantly, although these
effects were shown in greenhouse trials, more tests need to be done to achieve field
conditions using a simple seed treatment inoculation.

Similarly, a variety of other studies have reported the successful manipulation
of fungal endophytes in plants with positive effects against lepidopteran insects under
greenhouse and field conditions (Vakili, 1990; Bing and Lewis, 1991; Bing and Lewis,
1992a; Bing and Lewis, 1992b; Cherry et al., 1999; Cherry et al., 2004; Powell et al.,
2007; Powell et al., 2009; Reddy et al., 2009; Batta, 2013; Castillo Lopez et al., 2014;
Lopez and Sword, 2015; Mantzoukas et al., 2015; Qayyum et al., 2015; Shrivastava et
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al., 2015; Vidal and Jaber, 2015; Klieber and Reineke, 2016; Ramirez-Rodriguez and
Sanchez-Pefia, 2016; Resquin-Romero et al., 2016; Sanchez-Rodriguez et al., 2018;
Silva et al., 2020).

Finally, these results continue to highlight the viability of incorporating the use
of fungal endophytes as functional components of integrated pest management (IPM)
practices to protect plants from pests. More evaluation under field conditions is
necessary to maximize efficacy when trying to incorporate fungal entomopathogens as
endophytes within IPM program.

CONCLUSIONS

Our research demonstrated the potential of entomopathogenic fungi, including
Metarhizium, Beauveria, and Cordyceps species, as effective biocontrol agents for
managing larval pests in peanut crops. We observed that larvae of C. includens and
S. cosmioides feeding on fungal-inoculated plants showed lower growth rates, higher
mortality, and longer larval periods compared to those on control plants.

Metarhizium strains and B. bassiana IBCB215 showed the most promising
results, with high persistence in soil and emergence from the peanut plant
phyllosphere, while Cordyceps performed least effectively. These findings underscore
the potential of entomopathogenic fungi as sustainable alternatives to traditional

pesticides in peanut farming.
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CAPITULO Il - Eficacia do fungo Trichoderma associado ou néo a fungicidas
no manejo de cercosporioses na cultura do amendoim

RESUMO - As cercosporioses, também conhecidas como Mancha Castanha
(Passalora arachidicola) e Mancha Preta (Nothopassalora personata), sdo doencas
fungicas altamente prejudiciais para as lavouras de amendoim em todo o mundo.
Atualmente, o uso de fungicidas é a principal estratégia para o controle dessas
doencas em plantacdes de amendoim. No entanto, a eficacia da combinagdo do
Trichoderma, um agente de controle biolégico, com fungicidas ainda nao foi
amplamente explorada nesse contexto. Este estudo tem como objetivo investigar a
eficacia da combinacdo de Trichoderma com dois fungicidas amplamente utilizados,
o Clorotalonil e o Difenoconazol, no controle das cercosporioses em plantagdes de
amendoim. Inicialmente, foi realizado um experimento in vitro para selecionar as cepas
de Trichoderma mais compativeis com os fungicidas escolhidos. Duas avaliages de
campo foram conduzidas nas safras de 2020 e 2021 para avaliar a eficacia de
diferentes cepas de Trichoderma quando associadas aos fungicidas ou aplicadas de
forma isolada em sete pulverizacdes foliares contra as cercosporioses. Além disso,
foram registradas as infestagdes de tripes, 0 custo operacional total e a produtividade
do amendoim. Na primeira avaliacdo (safra 2020), foram selecionadas as cepas de
Trichoderma mais promissoras, que foram posteriormente utilizadas na segunda
avaliacdo (safra 2021). Nesta segunda avaliacdo, foram realizadas algumas
alteracdes, como o numero de pulveriza¢des ao longo do ciclo do amendoim (5 ou 7).
Os resultados demonstraram que o0s tratamentos com Trichoderma isolado
apresentaram uma reducao significativa na severidade das cercosporioses e um
aumento na produtividade em comparacao ao controle, embora tenham sido menos
eficazes do que os tratamentos combinando Trichoderma com fungicidas ou 0s
fungicidas isolados. Entre os tratamentos com fungicidas, as cepas Trichoderma sp.
JAB 02 + F e T. harzianum USP 19 + F apresentaram os melhores resultados, com
reducdo significativa da severidade das cercosporioses (p <0,05) e uma produtividade
notavelmente superior em comparagdo com 0s outros tratamentos. A populagcéao de
tripes atingiu seu pico 68 dias apds o plantio em ambas as avalia¢des, sendo que 0s
tratamentos com Trichoderma sp. JAB 02 + F, T. harzianum USP 19 + F e fungicidas
isolados demonstraram as menores infestacdes de tripes em comparagcdo com 0sS
demais tratamentos. No geral, os resultados indicam que a combinacdo de
Trichoderma com fungicidas resultou em um controle mais eficaz das cercosporioses
do que o uso isolado de fungicidas. Essas descobertas destacam o potencial da
combinacgéo Trichoderma-fungicidas como uma estratégia promissora para 0 manejo
de doencgas e 0 aumento da produtividade nas plantagcdes de amendoim. Esse estudo
também ressalta a importancia do Trichoderma como uma ferramenta sustentavel
para o controle de doencas na agricultura do amendoim.

Palavras-chave: combinacdes de fungicidas, biocontrole, resisténcia induzida,
antagonismo, amendoim.

1Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Frontiers in Plant Science e encontra-
se em avaliacdo para publicacéo.
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Efficacy of Trichoderma associated or not with fungicides against scab and
leaf spots disease in peanut

ABSTRACT - Early Leaf Spot (ELS) (Passalora arachidicola), Late Leaf Spot (LLS)
(Nothopassalora personata), and Scab (Sphaceloma arachidis) are harmful fungal
diseases for peanut crops worldwide. Fungicides are still the primary tool to control
diseases in peanuts. Previous studies have shown that Trichoderma has the potential
to control plant diseases. However, the efficacy of Trichoderma in combination with
fungicides has not been extensively studied in peanut crops. Our study investigates
the efficacy of combining Trichoderma with two commonly used fungicides,
Chlorothalonil and Difenoconazole, in controlling peanut leaf spots (LS) and scab
diseases. Before the field experiments, an in vitro experiment was carried out to select
compatible Trichoderma strains with the fungicides. Two field evaluations were
conducted during the seasons of 2020 and 2021 to evaluate the efficacy of
different Trichoderma strains in association with fungicides or not applied by seven
foliar sprays against Leaf spots (LS) and scab disease. In addition, Thrips infestation,
total cost operation, and peanut yield were also recorded. In the first evaluation, we
selected the most promising strains and replicated them in the second evaluation with
changes in the number of sprays, comparing the expenses with the sprays. Treatments
with Trichoderma sp. JAB 02 + F (Fungicides) and T. harzianum USP 19 + F exhibited
significant (p < 0.05) lowest LS and scab severity scores. These treatments also
produced the highest peanut yield. The thrips population peaked 68 days after planting
for both evaluations, and we hypothesize a slight relationship between this pest and
scab disease. The results indicated that combining Trichoderma with either of the
fungicides provided better disease control than the fungicides alone. The combination
treatment also enhanced plant yield compared to the fungicides alone. Our findings
contribute to the progress in the research discipline of plant disease management by
highlighting the potential of the Trichoderma-fungicide combination as an effective
disease management strategy for peanut cultivation. The results reveal the potentiality
of Trichoderma as a biocontrol resource against peanut diseases and underline the
importance of Trichoderma in sustainable management.

Keywords: fungicide combinations, biocontrol, induced resistance, antagonism,
peanut
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma leguminosa anual de extrema
importancia, sendo a quarta oleaginosa mais relevante e a 132 cultura alimentar mais
significativa em todo o mundo (Andrés et al., 2016).

Entretanto, essa cultura é vulneravel a diversas doencas causadas por fungos,
principalmente em ambientes favoraveis ao desenvolvimento dos patégenos (Andrés
et al., 2016).

Dentre as doencgas fungicas que afetam as plantas de amendoim, destacam-se
as manchas foliares, entre elas a mancha castanha, causada por Passalora
arachidicola (Hori) Braun (sin. Cercospora arachidicola), e a mancha preta, causada
por Nothopassalora personata (Berk and M.A. Curtis) U. Braun, C. Nakash., Videia e
Crous (sin. Cercosporidium personatum), que podem resultar em perdas significativas
de rendimento (Moraes et al., 2006; ljaz et al., 2008; Anco et al., 2020).

As manchas foliares comprometem seriamente o cultivo do amendoim, levando
a desfolha das plantas e interrompendo o processo de fotossintese. I1sso resulta em
vagens de menor qualidade e pode reduzir o rendimento em até 40 a 50%, caso
nenhum fungicida seja aplicado para controle (Giordano et al., 2021).

Atualmente, em fazendas comerciais, € adotado um programa de aplicacéo de
multiplos fungicidas, juntamente com préticas culturais como rotacado de culturas,
remocao de residuos de colheitas e controle de plantas daninhas, para o manejo das
manchas foliares (Kemerait et al., 2005; Cantonwine et al., 2006; Kemerait et al., 2020;
Giordano et al.,, 2021). No entanto, torna-se necessario desenvolver estratégias
adicionais de controle, a fim de evitar a formacao de populagdes fungicas resistentes
aos fungicidas (Waliyar et al., 2000).

Os fungicidas quimicos tém sido a principal abordagem para o controle das
manchas foliares, mas seu uso pode apresentar riscos ambientais e para a saude
humana (Raffa e Chiampo, 2021).

Estudos apontam que as manchas foliares sdo um grande obstaculo para a
expansado da producdo de amendoim, podendo resultar em perdas de rendimento de
até 70% em algumas areas, como observado na Nigéria, onde foram registradas
incidéncias de 43,34% em 2011 e 45,36% em 2012 (Richard et al., 2018).
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O Trichoderma, um género de fungo reconhecido por sua eficacia como agente
de biocontrole contra diversos fitopatdogenos (Brotman et al., 2010), tem emergido nos
altimos anos como uma promissora abordagem para 0 manejo de varias doencas,
seja isoladamente ou em combinac&o com fungicidas (Srivastava et al., 2016; Ons et
al., 2020; Sanchez-Montesinos et al., 2021).

Produtos a base de Trichoderma estdo disponiveis em diversos paises,
protegendo diferentes culturas contra uma variedade de fitopatdgenos, promovendo o
crescimento vegetal e aumentando os rendimentos sob véarias condicbes ambientais
(Woo et al., 2014; Meyer et al., 2019).

O aumento no uso combinado de Trichoderma com fungicidas pode estar
relacionado a tolerancia de algumas cepas desse fungo a produtos quimicos
(Chaparro et al., 2011; Widmer, 2019), que sao conhecidas por produzir enzimas e
metabdlitos secundarios envolvidos na degradacéo das paredes celulares dos fungos
fitopatdgenos, inibindo assim seu crescimento (Meyer et al., 2019). Contudo, poucos
estudos tém investigado o potencial das espécies de Trichoderma no controle das
manchas foliares em amendoins.

Em um estudo conduzido por Faisal e Tiwari (2015), a aplicacdo de duas cepas
de Trichoderma néo resultou em reducéo significativa da severidade das manchas
foliares nas plantas de amendoim.

Em contraste, outro estudo conduzido por Hasan et al. (2014) mostrou que a
aplicacado de Trichoderma, tanto no tratamento de sementes quanto na aplicacao
foliar, resultou em melhor desempenho no controle das manchas foliares, aumentando
o rendimento de vagens em 53,61%, em comparacdo com o tratamento controle em
campo. Além disso, o tratamento com Trichoderma promoveu maior comprimento e
peso de brotos e raizes, assim como um indice de vigor superior ao controle.

Yakubu et al. (2019) relataram que a aplicagcdo de T. harzianum aumentou o
rendimento e reduziu a severidade da ferrugem em feijdo-caupi e as manchas foliares
no amendoim.

De forma semelhante, Kumar et al. (2017) observaram que a pulverizacéo foliar
de T. viride em amendoim resultou em significativa reducéo da intensidade das
manchas foliares (22,19%), comparado com o tratamento com o fungicida

Carbendazim (21,90%) e o controle (42,02%). Além disso, o tratamento com
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Trichoderma resultou em elevado rendimento de amendoim (g/ha) de 27,07, enquanto
os tratamentos com o fungicida Carbendazim e o controle obtiveram rendimentos de
27,90 e 20,12, respectivamente.

A utilizacdo de Trichoderma em combinagao com fungicidas para o manejo das
manchas foliares em amendoins representa uma abordagem promissora e
sustentavel, capaz de auxiliar os agricultores na reducéo de perdas nas culturas e na
melhoria dos rendimentos e da qualidade, oferecendo um método de controle
adicional que é tanto eficiente quanto ecologicamente amigavel em conjunto com o0s
fungicidas quimicos.

Vale ressaltar que a lucratividade da producdo de amendoim é limitada pelo
alto custo do uso de defensivos agricolas, principalmente os fungicidas destinados ao
controle das doengas foliares (Partridge et al., 2006).

De acordo com Ons et al. (2020), o Trichoderma, quando combinado com
fungicidas, pode aumentar a eficacia desses produtos, reduzindo seus impactos
negativos no meio ambiente e na saude humana. Assim, a combinacdo de um agente
de biocontrole, como o Trichoderma, com um fungicida demonstra ser uma ferramenta
eficaz para complementar o manejo de fitopatégenos.

Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito de varias cepas de
Trichoderma em associacdo ou ndo com fungicidas no manejo das manchas foliares
em amendoins, investigando também a relagéo entre o clima e a ocorréncia dessas
doencas, bem como a interacdo desses fungos com a populacgéo de tripes.

Além disso, foi realizado uma analise minuciosa do custo-beneficio dessa
associacdo, buscando demonstrar a viabilidade econémica desse complemento no

contexto da producédo de amendoins.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas fungicas

As espécies de Trichoderma utilizadas neste estudo foram obtidas a partir da
colecéo de fungos da Amazonia, Fundagéao Oswaldo Cruz - Fiocruz, Brasil, e incluiram
Trichoderma gamsii (nimero de acesso. CFAM 0044), Trichoderma tawa (CFAM
0149), Trichoderma koningii (CFAM 0358), Trichoderma reesei (CFAM 1162) e
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Trichoderma koningiopsis (CFAM 0810). Além disso, foram utilizadas outras espécies
provenientes de outros bancos de colecbes de fungos, entre eles, Trichoderma
harzianum (USP19) proveniente da colecdo de fungos do departamento de biologia
da Universidade de S&o Paulo (FFCLRP-USP), Brasil, e os Trichoderma sp. JABO1 e
Trichoderma sp. JABO2, provenientes da colecdo de fungos do departamento de
biotecnologia da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP-FCAYV), Brasil.

2.2 Preparacéao do Inéculo Fungico

Os isolados fangicos foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
batata-dextrose-agar (PDA; KASVI) e incubados em uma incubadora B.O.D
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) no escuro a 26 + 2 °C por 10 dias. Posteriormente,
foi realizada a fermentacao sélida para aumentar a quantidade de in6culo utilizado nos
experimentos.

Para a fermentacéo solida, foram utilizados sacos de polipropileno (35 cm de
comprimento x 22 cm de largura) contendo 300 g de arroz parboilizado. Inicialmente,
o arroz foi hidratado com 200 ml de 4gua destilada e mantido a temperatura ambiente
por 50 minutos. Em seguida, o arroz foi peneirado para remover o0 excesso de agua e
autoclavado a 120 °C por 20 minutos.

O inéculo de cada isolado de Trichoderma foi preparado raspando os conidios
presentes no meio de cultura BDA dentro dos sacos de polipropileno contendo arroz;
o procedimento foi realizado em uma camara de fluxo laminar asséptico e, em
seguida, foi mantido na incubadora B.O.D. no escuro a 26 + 2 °C por 10 dias.

Apés a proliferacdo dos isolados fungicos, uma suspensdo de conidios foi
preparada lavando os grdos de arroz com 500 ml de 0,01% (v/v) de Tween 80® em
cada saco, e a concentracdo de conidios foi ajustada para 1 x 10° conidios/ml por
contagem em um hemocitbmetro de Neubauer (KASVI) com um microscopio éptico
(LEICA DMLB).

Para confirmar a viabilidade dos fungos utilizados nos experimentos, a
germinacao de conidios foi determinada pelo método de contagem direta em 4 ml de
PDA ajustado com 0,001% (v/v) de Derosal® 500 SC (Carbendazim, Bayer
CropScience, S.P., Brasil) em placas Rodac® incubadas com suspensdes de 1x10°

conidios/ml para cada espécie fungica (Oliveira et al., 2015).
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Posteriormente, as placas de Petri foram mantidas na incubadora B.O.D. por
22 horas, no escuro a 26 + 2 °C. O numero de conidios germinados e ndo germinados
foi quantificado sob um microscépio Optico, estimando a porcentagem de conidios
germinados. As suspensdes foram utilizadas apenas se as taxas de germinacao

fossem superiores a 85%.

2.3 Compatibilidade in vitro de cepas de Trichoderma com fungicidas

Os fungicidas utilizados nos experimentos de campo (Clorotalonil e
Difenoconazol) foram previamente testados em laboratério quanto a sua
compatibilidade com diferentes isolados do fungo Trichoderma. Esses fungicidas
foram escolhidos por serem amplamente utilizados no Brasil e apresentarem menores
chances de desenvolver resisténcia aos fitopatdgenos, de acordo com Ghini et al.
(2000).

Para verificar a compatibilidade das cepas de Trichoderma com os fungicidas,
uma solucao foi preparada com a mistura dos fungicidas mais Trichoderma, simulando
artificialmente a situacdo em um tanque de trator no campo. Solucbes estoque dos
fungicidas, Clorotalonil (0,2%) e Difenoconazol (0,2%), foram preparadas dissolvendo
as quantidades necessarias em agua destilada estéril.

Foi preparada uma suspenséo de cada isolado de Trichoderma contendo 1 x
10° conidios/ml. A suspenséo final consistiu na mistura do Trichoderma com os
fungicidas. As dosagens dos fungicidas foram baseadas na recomendacao da bula de
descricéo do produto para a cultura do amendoim, enquanto o fungo Trichoderma foi
baseado em 1L/ha.

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, as solugbes foram misturadas
completamente agitando os frascos em um agitador orbital por 1 hora, 2 horas e 4
horas; a agitacdo foi ajustada para 120 rpm. Em cada periodo de 1h, 2h e 4h, foram
retiradas amostras e gotas de 10 pL das misturas e foram inoculadas em placas de
Petri contendo meio BDA. Foram mantidas quatro réplicas para cada tratamento, e as
placas inoculadas foram incubadas a 28 + 2°C em uma incubadora B.O.D. Apos 12
horas, 100 conidios foram contados, entre germinados e ndo germinados, presentes

em trés gotas por tratamento. A porcentagem de germinacao foi calculada para cada
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cepa de Trichoderma nas diferentes solucdes.

2.4 Local do experimento de campo

Sementes de amendoim da variedade IAC OL-3 foram obtidas da COPLANA -
Cooperativa Agroindustrial, Jaboticabal, SP, Brasil. Dois experimentos de campo
foram conduzidos durante as safras de amendoim de 2020-21 e 2021-22 na fazenda
Cesar Dandaro, em Sertaozinho, no estado de S&ao Paulo, Brasil.

A é&rea de cultivo esté localizada entre 21° 5' 2,737" de latitude Sul e 48° O'
41,498" de longitude Oeste. A area apresenta histérico de alta incidéncia de manchas
foliares, com sucessivos plantios de amendoim por mais de sete anos.

As datas de semeadura dos amendoins nas safras de 20/21 e 21/22 foram 3
de dezembro de 2020 e 5 de outubro de 2021, respectivamente. Os dados climéticos
da regido foram coletados durante os experimentos (Tabela 1). Para a safra de 2020-
21, a precipitacdo acumulada de setembro a abril foi de 828,7 mm e para a safra de

2021-22 foi de 1324,4 mm, respectivamente.

Tabela 1. Dados climaticos mensais das estacfes 20/21 e 21/22 em Sertdozinho-SP.

Temperatura (°C)

Ano Més UR (%) Precipitagdo (mm)
Minimo Média Maxima
Setembro 18.0 26.1 34.9 42.8 16.5
2020 Outubro 20.2 26.3 345 54.6 77.0
Novembro 18.1 24.9 33.0 56.8 94.8
Dezembro 20.2 245 31.4 76.7 312.4
Janeiro 20.7 25.2 31.8 63.6 138.8
2021 Fevereiro 19.7 24.6 31.4 61.4 91.7
Marco 19.8 24.8 315 58.2 65.2
Abril 17.8 23.6 29.6 55.2 32.3
Setembro 19.5 275 35.2 46.0 40.5
2021 Outubro 18.5 25.0 375 70.5 272.5
Novembro 18.7 25.2 36.1 62.4 147.9
Dezembro 19.0 24.9 34.0 70.1 210.9
Janeiro 20.3 24.2 31.1 79.3 283.8
2022 Fevereiro 20.0 24.6 31.2 76.2 199.2
Marco 20.4 25.4 323 71.0 91.9

Abril 17.7 23.4 30.8 70.4 7.7
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2.5 Primeira safra e avaliacdo das cercosporioses no campo

O experimento foi conduzido no campo em um delineamento em blocos
completos casualizados, constituido por doze tratamentos (Tabela 2) e quatro
repeticbes. Cada repeticdo foi constituida por quatro linhas de plantas, com
comprimento de 5,0 metros e largura de 3,6 metros, resultando em area Util de 18 m?
por repeticao.

Os corredores entre as parcelas e as repeticbes tinham 1 m e 1,5 m,
respectivamente. Ao todo, foram 48 unidades experimentais, e a area total do estudo
foi de 21,6 m x 40 m = 864 m>.

O gendtipo de amendoim utilizado foi o IAC-OL3, cuja semeadura foi realizada
em 3 de dezembro de 2020, e a densidade de plantio foi de 20 sementes por metro
linear.

As pulverizagbes de fungicidas e Trichoderma foram iniciadas 30 dias apos a
germinacdo do amendoim e foram até os 118 dias ap0s o plantio, com intervalos de
14 dias entre as pulverizacdes. As pulverizacdes foram feitas usando um atomizador
costal pressurizado com COz2, com 60 Ib/in?, utilizando bicos do tipo D2.

Uma barra com quatro bicos vazios do tipo cone foi acoplada ao atomizador. O
volume médio de pulverizacdo utilizado foi de 250 litros por hectare, garantindo uma

pulverizacdo uniforme das plantas.

Tabela 2. Detalhes dos tratamentos na avaliagdo da primeira safra.

Pulverizacdes

N° Tratamento Tratamentos Dosagem (L ha'l)
1 Controle - -
2 Trichoderma tawa CFAM 0149 1 7
3 Trichoderma koningiopsis CFAM 810 1 7
4 Trichoderma sp. JAB 01 1 7
5 Trichoderma sp. JAB 02 1 7
6 Trichoderma harzianum USP 19 1 7
7 T. tawa CFAM 0149 + Fungicidas 1+ (2.0/0.35) 7
8 T. koningiopsis CFAM 810 + Fungicidas 1+ (2.0/0.35) 7
9 Trichoderma sp. JAB 01 + Fungicidas 1+ (2.0/0.35) 7
10 Trichoderma sp. JAB 02 + Fungicidas 1+ (2.0/0.35) 7
11 T. harzianum USP 19 + Fungicidas 1+ (2.0/0.35) 7
12 Fungicidas (Clorotalonil ! + Difenoconazol?) 2.0+0.35 ’

1 Clorotalonil (Concentracéo do produto - 720g/L)
2 Difenoconazol (Concentragéo do produto - 250g/L)
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Todas as sementes utilizadas nos experimentos foram submetidas a tratamento
guimico com Pyraclostrobin, Metil Tiophanate e Fipronil (Standak® TOP, BASF S.A.)
na dosagem de 300 mL/100 kg de sementes.

Para os tratamentos com Trichoderma, além do tratamento descrito acima, em
cada tratamento, a propria cepa de Trichoderma foi inoculada; a inoculacdo foi
realizada por meio da aplicacéo direta da suspenséo de conidios (5 ml com 1 x 107
conidios/ml) na semente pelo método de “Soil Drench”, de acordo com a metodologia
de Parsa et al. (2013).

O controle de insetos pragas, como tripes e o complexo de lagartas
desfolhadoras, foram realizados ao longo do experimento; os inseticidas foram
aplicados em todos os tratamentos, usando o Clorantraniliprole (200 g/L) e o Metomil
(Metomil) (215 g/L) com dosagens de 0,6 mL e 1,6 mL/L, respectivamente.

As avaliacdes de severidade das manchas foliares foram realizadas aos 40, 54,
68, 82, 96 e 110 dias ap6s a semeadura (DAS) utilizando uma escala modificada de

9 pontos descrita na Tabela 3 (Subrahmanyam et al., 1995).

Tabela 3. Escala de notas modificada para avaliacgdo de campo da severidade das
cercosporioses no amendoim.

Doenca
Notas Descricdo dos sintomas

1 Nenhuma doenca.

2 As lesdes estdo presentes principalmente nas folhas inferiores; sem desfolhamento.

3 As lesbes estdo presentes principalmente nas folhas inferiores, muito poucas nas folhas
intermediarias; desfolhamento de alguns foliolos evidente nas folhas inferiores.

4 Lesdes nas folhas inferiores e médias, mas severas nas folhas inferiores; desfolhamento de
alguns foliolos evidente nas folhas inferiores.

5 Lesdes presentes em todas as folhas inferiores e médias; mais de 50% de desfolhamento
das folhas inferiores.

6 Lesdes severas nas folhas inferiores e médias; lesdes presentes, mas menos severas nas

folhas superiores; extensa desfolha das folhas inferiores; desfolhamento de algum foliolo
evidente nas folhas médias.

7 Lesdes em todas as folhas, mas menos severas nas folhas superiores; desfolhamento de
todas as folhas inferiores e algumas intermediarias.

8 Desfolhamento de todas as folhas inferiores e médias; les6es severas nas folhas superiores;
alguma desfolha das folhas superiores evidente.

9 Quase todas as folhas desfolhadas, deixando caules nus, alguns foliolos podem

permanecer, mas apresentam manchas foliares severas.

(Subrahmanyam et al., 1995)

Para calcular a incidéncia da doenca, o numero total de plantas de amendoim

e de plantas infectadas na parcela foi contado. Essas observacdes foram usadas para
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calcular a média da incidéncia da doenca usando a seguinte formula (KANADE et al.,
2015):

Numero de plantas apresentando sintomas de doenca

Incidencia da d % = 100
neidencia da doenga % N2 total de plantas observadas x

Para avaliar a severidade e incidéncia das manchas foliares, as plantas das
duas linhas centrais de cada tratamento foram monitoradas, com 14 plantas por
parcela por tratamento, totalizando 56 plantas por tratamento. Com base nos dados

calculou-se a area abaixo da curva do progresso da doenca - AACPD.

2.6 AvaliagOes de tripes

As infestacBes de tripes foram registradas nas duas safras, uma vez que a area
tinha histoérico de ataques graves por esta praga. Para avaliar o nivel populacional, foi
utilizado a metodologia descrita por (Lourencéo et al., 2007).

Amostras de tripes foram coletadas iniciando aos 40 dias apés a semeadura
(DAS), repetindo a cada 14 dias até 110 DAS. Dez brotos apicais no estégio de folheto
fechado foram amostrados aleatoriamente em cada parcela por tratamento. As
amostras foram colocadas em sacos plasticos semipermedveis e armazenadas em
uma camara fria a 12°C para preservacao temporaria.

Cada amostra corretamente identificada foi removida do armazenamento
refrigerado para contar os tripes e colocada em uma placa de Petri. Um Unico folheto
fechado foi retirado de cada broto e avaliado sob um microscépio estereoscépico;
considerando a variacdo de tamanho entre os quatro folhetos, o folheto mais
desenvolvido foi removido.

O folheto foi colocado sob o microscopio e aberto com uma ping¢a; o nimero

total de tripes foi registrado.
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2.7 Segunda safra e avaliagcdo das cercosporioses no campo

A mesma metodologia descrita na primeira avaliacdo foi utilizada para a
segunda avaliacdo. No entanto, apenas as cepas de Trichoderma que apresentaram
os melhores resultados (Trichoderma sp. JAB 02 e T. harzianum USP 19) foram
selecionadas (Tabela 5).

A semeadura foi realizada em 13 de novembro de 2021. Além disso, foram
testadas menos pulverizacées, comparando o volume de 5 e 7 pulverizacdes (Tabela
5). A intencdo de reduzir as pulverizacdes era comparar se 0s resultados poderiam
ser economicamente satisfatorios com menos pulverizacdes de fungicidas quando
associados ao Trichoderma. Para sete pulverizagdes, as aplicacdes de fungicidas e
Trichoderma comecaram 30 dias ap6s a germinagdo do amendoim e duraram até os
118 dias do ciclo do amendoim, com intervalos de 14 dias entre as pulverizacdes; para

sete pulverizacoes e 15 dias para 5 pulverizacoes.

Tabela 4. Detalhes dos tratamentos na segunda avaliagao.

Tratamentos Dosagem (L ha) Pulverizag6es
Controle - -
Trichoderma sp. JAB 02 1 7
Trichoderma harzianum USP 19 1 7
Trichoderma sp. JAB 02 + Fungicidas 1+ (2/0.35) 5
Trichoderma harzianum USP 19 + Fungicidas 1+ (2/0.35) 5
Trichoderma sp. JAB 02 + Fungicidas 1 + (2/0.35) 7
T. harzianum USP 19 + Fungicidas 1 + (2/0.35) 7
Fungicidas (Clorotalonil * + Difenoconazol?) 2+0.35 7

1 Clorotalonil (Concentragéo do produto - 720g/L)
2 Difenoconazol (Concentragéo do produto - 250g/L)

Custo operacional total, lucro e rendimento do amendoim na segunda avaliagao

A colheita do amendoim foi realizada entre 130 DAP com a ajuda de um trator
em ambas as safras dos experimentos. As parcelas foram mantidas invertidas por
guatro dias para completar o processo de secagem (secagem ao sol) no campo.

ApOs a secagem, foram coletados 4 metros de plantas das duas linhas centrais
de cada bloco/tratamento. As vagens foram colhidas manualmente das plantas e

ensacadas para posterior pesagem. O peso por parcela foi extrapolado para a escala
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de quilogramas por hectare para obter a média da producéo de vagens por hectare.
Os dados de producéo foram transformados em producéo de vagens (kg/ha), peso de
100 sementes (g) P100S e sacas (25 kg).

Para a andlise econémica da producdo de amendoim, considerou-se 0 preco
meédio recebido pelo produtor na safra 2021/2022. O custo de producédo pode variar
dependendo de varios fatores, como o sistema de cultivo, disponibilidade de insumos
e suporte técnico, disponibilidade de m&o de obra, custo de arrendamento de terras e
precificacdo de insumos no mercado internacional.

A simulacdo dos valores de lucro e renda obtidos foi realizada usando a
metodologia proposta por Barbosa et al. (2014), obtendo o Custo Operacional Efetivo
(COE) e o Custo Operacional Total (COT). O COE consiste em despesas diretas,
como operacOes mecanizadas, operagdes manuais, material consumido e despesas
com servicos terceirizados e contratos de trabalho.

O COT foi obtido adicionando outras despesas e o valor do arrendamento ao
valor do COE. Os valores de cada item, referentes ao ano de 2021, foram calculados
da seguinte forma: Custo horario da maquina e implementos: foram considerados 0s
gastos com combustivel, além do valor estimado para reparos e manutencao,
garagem e taxa de seguro.

A depreciacdo foi calculada usando o método linear, considerando o valor
residual do trator igual a 20% do valor novo. J& para os implementos, o valor residual
foi considerado zero, dados obtidos junto a produtores e cooperativas da regiao.

Foram considerados os valores praticados na regido de Sertdozinho, SP, para
despesas com insumos de producdo e operacdes manuais. Para outras despesas
(Transporte Externo, Despesas Administrativas, armazenamento, Assisténcia
Técnica, CESSR (Contribuicdo Especial para a Seguridade Social Rural), Juros de
Custeio, Seguro do Capital Fixo e Remuneracado Esperada sobre Capital Fixo), foi
considerada a taxa de 5% sobre o COE.

Os seguintes indicadores de rentabilidade foram estimados usando os ganhos
brutos (GB) menos o preco médio de sacas de amendoim (25 kg) recebido pelos

agricultores.



116

2.8 Analise estatistica

Todos os dados foram avaliados por meio de analise de variancia de um fator
(ANOVA), com um nivel de significancia de valor p < 0,05, para investigar a existéncia
de diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos tratamentos.

Em todos os ensaios, a significancia estatistica foi determinada usando o teste
post-hoc de Scott-Knott para realizar comparagcdes em pares das médias com um nivel
de significancia de valor p < 0,05, e posteriormente agrupadas de acordo.

As escalas de notas das cercosporioses foram transformadas em porcentagem
de acordo com Subrahmanyam et al. (1995) e os resultados das avaliagdes (ASCPD)
foram transformados em VX. As Areas Abaixo da Curva do Progresso da Doenca
(AACPDs) foram calculadas usando a funcdo AUDPC do pacote R epifitter v.0.3.0
(Alves e Del Ponte, 2021). Para realizar esta analise, foi utilizado a fungéo "SK" do
pacote "ScottKnott" (Jelihovschi et al., 2014), que esta implementado no software
estatistico R (R Core Team, 2020). Representacdes graficas foram geradas utilizando
o pacote R "ggplot2" (Wickham, 2016).
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3. RESULTADOS

3.1 Compatibilidade do fungo Trichoderma com fungicidas in vitro

Na avaliacdo de compatibilidade, apenas viabilidades superiores a 80% foram
consideradas aceitaveis. Produtos comerciais a base do fungo Trichoderma
geralmente apresentam viabilidades acima desse valor para estarem em boas
condi¢cbes (Kumar, 2014).

Entre as oito cepas de Trichoderma, cinco cepas excederam 80% de
germinacao na primeira e segunda horas de exposicao (Tabela 5). Por outro lado, os
tratamentos Trichoderma sp JAB 02 e T. harzianum USP 19, na quarta hora de
exposicao, foram os Unicos a exceder essa porcentagem de germinagcao, com valores
de 82% e 83,25%, respectivamente (Tabela 5). T. harzianum USP 19 foi o tratamento
gue obteve a maior germinagao, com percentuais de 88,25%, 86,75% e 83,25% na

primeira, segunda e quarta hora de exposicao, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Compatibilidade in vitro dos fungicidas (Clorotalonil e Difenoconazol) com
diferentes cepas de Trichoderma apés 1, 2 e 4 horas de exposicado

Germinacéo conidios (%)

Horas

Tratamentos

H1!

H22

H43

T. gamsii CFAM 0044

T. koningii CFAM 0358

T. reesei CFAM 1162

T. tawa CFAM 0149

T. koningiopsis CFAM 810
Trichoderma sp. JAB 01
Trichoderma sp. JAB 02
T. harzianum USP 19

75.25 (+ 4.92) b
75.25 (+ 6.29) b
76.00 (£ 3.74) b
84.75 (+ 2.50) a
86.25 (+ 1.50) a
83.75 (+ 1.70) a
88.00 (+ 0.81) a
88.25 (+ 0.95) a

72.50 (+ 4.20) b
72.50 (+5.74) b
75.00 (+ 4.16) b
83.25 (+ 2.50) a
83.75 (+ 1.50) a
82.00 (+ 2.16) a
86.50 (+ 1.29) a
86.75 (+ 0.95) a

51.75 (+ 1.70) e
52.25 (+ 1.70) e
59.75 (+ 2.21) d
73.00 (+ 1.82) ¢
76.50 (+ 2.38) b
76.50 (+ 1.29) b
82.00 (+ 1.63) a
83.25 (+ 1.70) a

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).
1H1 - 1 hora apds a exposicéo; 2H2 - 2 horas apo6s a exposicdo; 3H4 - 4 horas apos a exposicio
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3.2 Primeira avaliacdo do uso de Trichoderma associado ou ndo com fungicidas
no manejo de cercosporioses no amendoim

A primeira avaliacdo da doenca, conduzida aos 40 DAP, foi crucial para
compreender o impacto dos diferentes tratamentos no controle da cercosporiose
(Tabela 6). Comparados ao tratamento controle com 2.85% (x 2.49), todos os
tratamentos apresentaram reducdes significativas na severidade da doenca (Tabela
6).

Notavelmente, tratamentos que envolveram a combinacdo das cepas de
Trichoderma com fungicidas exibiram as menores porcentagens de severidade da
cercosporiose, com diferencas entre os tratamentos estatisticamente significativas (p-
valor <0.001) (Tabela 6).

Embora ndo tenham sido identificadas diferencas estatisticas significativas
entre 0 uso isolado do Trichoderma ou sua associagdo com fungicidas, a aplicacao
conjunta dessas estratégias de manejo exerceu um efeito conjunto mais pronunciado.

Aos 54 DAP, foi observado uma continuacdo da tendéncia de reducdo na
severidade da cercosporiose (Tabela 6). Entretanto, ndo foram identificadas
diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos isolados com as diferentes
espécies de Trichoderma ou quando combinados com fungicidas.

Os resultados aos 68 DAP, apresentaram similaridades em relacdo a avaliacao
realizada aos 40 DAP (Tabela 6). Mais uma vez, todos os tratamentos associados
com as cepas de Trichoderma, em conjunto com os fungicidas isolados,
demonstraram as menores severidades da doenca.

Uma excecado notavel foi identificada nos tratamentos Trichoderma asperelum
JAB 02 e T. harzianum USP 19, que ndo exibiram diferencas estatisticamente
significativas quando comparados aos tratamentos associados aos fungicidas (Tabela
6).

Ao atingir os 82 DAP, os tratamentos que combinaram as cepas de
Trichoderma com fungicidas ou utilizaram apenas os fungicidas isolados
apresentaram as menores severidades da doenca (Tabela 6). Esses resultados

mantiveram sua robustez estatistica (p-valor <0.001).
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Prosseguindo para os 96 DAP, a tendéncia de reducdo na severidade da
cercosporiose permaneceu constante. Novamente, os tratamentos que envolviam as
cepas de Trichoderma e fungicidas, ou apenas os fungicidas, demonstraram as
menores severidades da doenca (Tabela 6).

Ao alcancarmos o ponto critico dos 110 DAP, os resultados elucidaram de
maneira clara a eficacia dos tratamentos que envolviam a aplicacdo isolada dos
fungicidas ou sua combinacdo com as cepas de Trichoderma (Tabela 6).

E interessante notar que os tratamentos Trichoderma asperelum JAB 02 + F e
T. harzianum USP 19 + F alcancaram as menores porcentagens, 6.339% (£ 2.234) e
6.161% (£ 2.13), respectivamente. Estas porcentagens diferiram estatisticamente do
uso isolado do fungicida, que apresentou 8.48% (+ 2.32) (Tabela 6).

Em contraste, o tratamento controle, que ndo recebeu intervencgdes, exibiu a
maior porcentagem de doenca, com 70.714% (x 10.065), sublinhando um nivel
substancial de infeccéo (Tabela 6).

A analise de variancia (ANOVA) revelou diferencas altamente significativas (P-
valor <0.001) entre os tratamentos, destacando a influéncia significativa da escolha
do tratamento na severidade da cercosporiose aos 110 DAP (Tabela 6).

A Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) emergiu como um
parametro critico para avaliar o desenvolvimento da doenca ao longo do tempo. Este
estudo claramente destacou a eficacia de determinados tratamentos na reducao da
progressdo da cercosporiose em comparagao com o grupo de controle ndo tratado
(Tabela 6).

O tratamento controle apresentou a maior AACPD, com um valor de 93.03 (x
10.10), indicando uma progresséao intensa da doenca sem intervencdes para seu
controle (Tabela 6).

A abordagem que combinou diferentes cepas de Trichoderma com fungicidas
resultou nas menores AACPDs. Essa associagcdo demonstrou ser altamente eficaz em
retardar a progresséo da doenca. Entre esses tratamentos, T. harzianum USP 19 + F
exibiu a menor AACPD, com um valor de 16.07 (x 4.00), seguido por T. asperelum
JAB 02 + F e T. viride JAB 01 + F (Tabela 6). Esses resultados enfatizaram a
importancia da abordagem combinada no controle eficaz da doenca.

Tratamentos individuais utilizando diferentes cepas de Trichoderma também
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resultaram em reducdes significativas na AACPD em comparac¢ao com o controle. T.
asperelum JAB 02, T. harzianum USP 19 e T. viride JAB 01 apresentaram AACPDs
menores, indicando a eficacia desses tratamentos em controlar a progressédo da
doenca. No entanto, o uso isolado do Trichoderma néo superou o uso isolado ou

associado aos fungicidas.
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Tabela 6. Resultados médios da primeira avaliagdo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), obtidos a partir de
seis avaliacOes da severidade de Cercosporiose registradas a cada 14 dias em plantas de amendoim.

Tratamento DAP 40 DAP 54 DAP 68 DAP82 DAP 96 DAP 110 AACPD
% Severidade
Controle 2.85(x2.49)c 3.21(x241)b 5.08 (£3.63) b 14.82 (+5.04) e 3482 (£5.71) d 70.71 (£ 10.06) e 93.03 (£ 10.10) d
T. tawa CFAM 0149 1.60 (£2.35)b 2.14 (£ 2.49)a 482 (x232)b 10.98 (+ 3.97) d 20.17 (£ 7.00) c 30.89 (£ 6.11)d 55.71 (£ 7.36) c
T. koningiopsis CFAM 810 1.60 (£ 2.35)b 2.05(x2.48)a 410 ((*2.87)b 10.17 (x3.15) c 19.28 (+8.70) ¢ 30.53 (£5.85)d 52.14 (£ 9.08) ¢
Trichoderma sp. JAB 01 151 ((*232)b 2.05(+248)a 3.92(x3.53)b 9.73(x1.13)c 19.10 (x9.2) c 30.17 (£ 7.00) d 50.00 (£ 8.88) ¢
Trichoderma sp. JAB 02 142 (£2.27)b 1.78 (x2.41)a 3.57(x3.12)a 8.66 (£ 2.23) b 17.67 (+ 4.66) c 28.21 (£ 3.86) ¢ 46.96 (£ 5.64) b
T. harzianum USP 19 1.16 (£ 2.13) a 1.60 (£ 2.35) a 3.39 (x2.87)a 8.57 (x2.27)b 15.26 (+5.17) b 27.85(t4.14)c 43.57 (+4.87) b
T. tawa CFAM 0149 + F 1.07 (x 2.07) a 1.60 (£ 2.35) a 3.03(x2.64)a 5.62(x2.14)a 7.76 (£ 2.50) a 8.30 (£ 2.38) b 2285(x7.12)a
T. koningiopsis CFAM 810 + F 0.98 (+ 2.00) a 151 (x2.32)a 2.94 (+2.65) a 5.00 (+ 1.90) a 7.58 (+2.52)a 8.12(x2.44)b 21.07 (£5.06) a
Trichoderma sp. JAB 01 + F 0.80(x1.85)a 152 (+232)a 285(x249) a 491 (£2.02)a 7.32(t251)a 7.85(x2.49)b 20.53 (£5.97)a
Trichoderma sp. JAB 02 + F 0.71 (x 1.76) a 142 (x2.27)a 250 (x2.52)a 455 (+x1.43)a 6.16 (+ 2.13) a 6.33(x2.23)a 18.92 (+ 4.56) a
T. harzianum USP 19 + F 0.62 (£ 1.66) a 1.25(+x2.18) a 2.23(x2.50) a 4.37 (£ 2.53)a 5.98 (£ 2.00) a 6.16 (x 2.13) a 16.07 (+ 4.00) a
Fungicidas 0.71 (+1.76) a 1.60 (£ 2.35) a 2.50 (+2.52) a 5.35(+1.87)a 8.03 (+ 2.46) a 8.48 (+2.32) b 21.96 (+4.61)a
Coeficiente de varia¢éo - CV (%) 172.65 132.54 86.36 53.47 69.34 85.27 59.21
p-valor (ANOVA) <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).
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Com relacéo a incidéncia de cercosporiose, observou-se variacao até os 82 dias apos o plantio (Figura 1). Os tratamentos
que envolveram o uso de Trichoderma em combinacdo com fungicidas exibiram as menores taxas de plantas infectadas pela
cercosporiose, com excecao do tratamento que utilizou T. tawa CFAM 0149 (Figura 1). No entanto, aos 96 dias ap6s o plantio, €
demonstrado a evidente infeccdo em todas as plantas na area pela doenca (Figura 1). Dessa maneira, conclui-se de que a
cercosporiose afetou 100% da area avaliada, embora tenham ocorrido diferencas significativas na sua severidade entre os

tratamentos.

Figura 1. Resultados médios da incidéncia de cercosporiose obtidos a partir de seis avaliacdes registradas a cada 14 dias em
plantas de amendoim.
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Durante as avaliacbes, as condicbes climaticas se revelaram altamente

propicias para o surgimento de sintomas da doenca, especialmente devido as

frequentes precipita¢cdes no més de plantio. Registrou-se um acimulo de mais de 300

mm de chuva nos 40 dias que precederam o aparecimento dos primeiros sintomas
(Tabela 1; Figura 2).

No tratamento controle, a incidéncia da doenca atingiu proximo aos 75%,

enquanto os demais tratamentos que apresentaram taxas inferiores a 25% foram

agueles que utilizaram a combinacao de Trichoderma com fungicidas e/ou uso isolado

de fungicidas (Tabela 1; Figura 2).
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Figura 2. Correlacdo entre os dados médios de precipitacdo pluviométrica e a
progressdo da cercosporiose nas plantas de amendoim durante todo periodo da

primeira avaliagao.
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3.2.1 Primeira avaliacdo das infestacdes de tripes

A maior ocorréncia de tripes no cultivo de amendoim foi registrada aos 68 DAS
(Tabela 7). Os tratamentos que apresentaram os valores mais elevados foram T. tawa
CFAM 0149 (6,425), T. koningiopsis CFAM 810 (6,025) e Trichoderma sp. JAB 01
(5,925). Por outro lado, os tratamentos com T. harzianum USP 19 + F (4,85) e
Trichoderma sp. JAB 02 + F (4,9) demonstraram as taxas mais baixas de infestacao
de tripes nas plantas (Tabela 7).

As plantas submetidas aos tratamentos com Trichoderma sp. JAB 01 + F,
Trichoderma sp. JAB 02 + F e T. harzianum USP 19 + F apresentaram incidéncias de
tripes estatisticamente semelhantes aquelas tratadas apenas com fungicida (Tabela
7).



Tabela 7. Nomero médio de tripes por planta registrado a cada 14 dias.
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Tratamentos

DAP 40

DAP 54

DAP 68

DAP 82

DAP 96

DAP 110

Controle

T. tawa CFAM 0149

T. koningiopsis CFAM 810
Trichoderma sp. JAB 01
Trichoderma sp. JAB 02
T. harzianum USP 19

Fungicidas

T. tawa CFAM 0149 + F

T. koningiopsis CFAM 810 + F
Trichoderma sp. JABO1 + F
Trichoderma sp. JAB 02 + F
T. harzianum USP 19 + F

1.92 (£ 0.26) b
2.02 (£ 0.35) b
1.95 (+ 0.45) b
1.90 (+ 0.44) b
1.70 (£ 0.51) a
1.70 (+ 0.56) a
1.67 (£ 0.47) a
1.72 (£ 0.45) a
1.65 (+ 0.48) a
1.72 (£ 0.45) a
1.58 (+ 0.49) a
1.55 (+ 0.50) a

4.42 (+0.93) b
4.75 (+ 1.14) b
4.72 (+1.03) b
4.47 (+ 0.87) b
4.10 (+ 0.44) a
3.95(+1.13) a
3.92 (+0.94) a
4.45 (+0.87) b
4.47 (+ 0.50) b
4.45 (+ 0.50) b
3.85(+1.02) a
3.82 (+ 1.05) a

6.27 (£ 0.78) c
6.42 (+ 0.95) ¢
6.02 (+ 1.07) b
5.92 (+ 1.20) b
5.20 (+ 0.88) a
5.15 (+ 0.77) a
4.92 (+0.47) a
5.92 (+1.28) b
5.77 (+ 0.86) b
5.97 (+ 0.86) b
4.90 (+ 0.59) a
4.85 (+ 0.53) a

3.17 (+1.03) b
3.25(+0.92) b
3.10 (+ 0.81) b
3.05 (+ 1.66) b
2.85 (+ 1.42) a
2.80 (+ 1.09) a
2.55 (+0.74) a
3.17 (£ 0.67) b
3.10 (+ 0.59) b
2.97 (£ 0.76) b
2.50 (+ 0.67) a
2.47 (£0.71) a

2.02 (+ 0.42) b
2.12 (+0.33) b
2.07 (£ 0.41) b
1.87 (+0.33) a
1.87 (+0.33) a
1.85 (+ 0.36) a
1.77 (£ 0.42) a
1.90 (+ 0.30) a
1.85 (+ 0.36) a
1.90 (+ 0.30) a
1.71 (+ 0.45) a
1.72 (+ 0.45) a

1.77 (£ 0.42) b
1.87 (+0.33) b
1.80 (+ 0.40) b
1.77 (£ 0.42) b
1.72 (+ 0.45) b
1.67 (+ 0.47) a
1.65 (+ 0.48) a
1.80 (+ 0.40) b
1.72 (+ 0.45) b
1.67 (£ 0.47) a
1.56 (+ 0.49) a
1.55 (+ 0.50) a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).
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A avaliacao da produtividade de amendoim na primeira safra revelou diferencas

significativas entre os diversos tratamentos, fornecendo “insights” valiosos sobre o

desempenho agronémico das diferentes abordagens de manejo.

Quando avaliados em relacdo ao peso de 100 sementes (P100s), os

tratamentos apresentaram variacbes que refletiram diferencas sutis na producéo.

Notavelmente, o tratamento controle demonstrou 0 menor peso, registrando uma
média de 73.27 g (£ 0.92) (Tabela 8).

Tabela 8. Produtividade de amendoim na primeira safra avaliada.

Tratamentos

P100s (9)

Pod yield (kg/ha)

Sacas/ha (25kg)

Controle

T. tawa CFAM 0149

T. koningiopsis CFAM 810
Trichoderma sp. JAB 01
Trichoderma sp. JAB 02

T. harzianum USP 19
Fungicidas (F)

T. tawa CFAM 0149 + F

T. koningiopsis CFAM 810 + F
Trichoderma sp. JAB 01 + F
Trichoderma sp. JAB 02 + F
T. harzianum USP 19 + F

73.27 (+ 0.92) f
76.50 (+ 0.60) e
79.90 (+ 1.09) ¢
78.42 (+ 2.32) d
80.32 (+ 1.59) ¢
80.37 (+ 0.62) ¢
85.15 (+ 1.03) b
81.60 (+ 0.70) ¢
85.62 (+ 0.91) b
85.77 (+ 0.33) b
88.97 (+ 0.57) a
89.25 (+ 0.73) a

2741.66 (+ 236.49) g
3444.44 (+ 125.76) f
3770.83 (+ 66.60) e
3861.11 (+ 70.82) e
3954.86 (+ 45.88) d
4059.02 (+ 30.79) d
5013.88 (+ 43.92) C
5086.80 (+ 83.62) C
5326.38 (+ 115.92) b
5263.88 (+ 104.55) b
5704.86 (+ 63.52) a
5819.44 (+ 137.96) a

109.66 (+ 9.46) g
137.77 (£ 5.03) f
150.83 (+ 2.66) e
154.44 (+ 2.83) e
158.19 (+ 1.83) d
162.36 (+ 1.23) d
200.55 (+ 1.75) ¢
203.47 (+ 3.34) ¢
213.05 (+ 4.63) b
210.55 (+ 4.18) b
228.19 (+ 2.54) a
232.77 (+5.51) a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott (5%). 1P100s: Peso de 100 sementes

Os tratamentos que incluiram a aplicacdo de Trichoderma associado a
fungicidas mostraram incrementos significativos no peso dos graos, com 0s maiores
valores observados para Trichoderma sp. JAB 02 + F (88.97 g + 0.57) e T. harzianum
USP 19 + F (89.25 g £ 0.73) (Tabela 8). Esses resultados indicaram que a intervencgéo
por meio da combinacao de Trichoderma com fungicidas teve um impacto positivo na
produtividade das sementes.

A avaliacdo da produtividade em quilogramas por hectare apresentou
tendéncias semelhantes aquelas observadas na analise de P100s (Tabela 8). O

tratamento controle registrou a menor produtividade, com um valor médio de 2741.66
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kg/ha (£ 236.49) (Tabela 8).

Novamente, os tratamentos que combinaram Trichoderma com fungicidas
exibiram incrementos notaveis na produtividade, com Trichoderma sp. JAB 02 + F
(5704.86 kg/ha + 63.52) e T. harzianum USP 19 + F (5819.44 kg/ha + 137.96)
liderando essa categoria (Tabela 8).

Estes resultados reforcam a influéncia positiva da abordagem conjunta de
Trichoderma + Fungicidas no aumento da produtividade, pois o tratamento isolado
com fungicidas foi significativamente inferior aos tratamentos combinados com
Trichoderma (Tabela 8).

Para a avaliacdo da produtividade em termos de sacas por hectare, utilizando
como base 25 kg por saca, foram transformados aos valores em kg/ha em sc/ha. O
tratamento controle demonstrou o menor nimero de sacas, registrando uma média de
109.66 sacas/ha (+ 9.46).

Os tratamentos Trichoderma sp. JAB 02 + F (228.19 sacas/ha + 2.54) e T.
harzianum USP 19 + F (232.77 sacas/ha + 5.51) obtiveram os melhores resultados
(Tabela 8).

3.3 Segunda avaliacdo do uso de Trichoderma associado ou nédo com
fungicidas no manejo de cercosporioses no amendoim

Na primeira avaliagdo aos 40 DAP, o tratamento controle exibiu a maior taxa
de severidade de 2.94% (x 2.48) entre os tratamentos (Tabela 9). Destes, o0s
tratamentos com Trichoderma sp. JAB 02 + F7 e Trichoderma harzianum USP 19 +
F7 se destacaram com 0.44% (+ 1.43) e 0.35% (= 1.29) respectivamente, indicando
uma eficacia notavel na reducéo da doencga (Tabela 9).

A medida que o tempo avancava, a tendéncia de reducdo da severidade da
cercosporiose persistiu. Os tratamentos que combinaram Trichoderma com fungicidas
continuaram a demonstrar resultados superiores.

Em todas as avaliagdes, Trichoderma sp. JAB 02 + F7 e Trichoderma
harzianum USP 19 + F7 mantiveram as menores percentagens de severidade.
Notavelmente, aos 110 DAP, esses tratamentos apresentaram 9.64% (+ 1.29) e 9.28%
(x 1.76) de severidade, respectivamente, destacando a eficacia consistente em

relacéo ao controle com 73.57% (+ 9.42) (Tabela 9).
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A comparacao entre as pulverizacdes de fungicidas, F5 e F7, sugere que a
estratégia de 7 pulverizacdes pode ter proporcionado uma reducdo mais pronunciada
na severidade da doenca em comparagcdo com 5 pulverizagdes. Isso pode estar
relacionado a frequéncia aumentada de aplicacéo, potencialmente resultando em uma
maior eficacia no controle da cercosporiose (Tabela 9).

Além da comparacado entre os tratamentos com e sem fungicidas, a utilizacao
isolada do Trichoderma também se destacou. Os tratamentos com Trichoderma sp.
JAB 02 e Trichoderma harzianum USP 19 mostraram eficacia consideravel na redugéo
da severidade em comparacédo com o controle (Tabela 9).

Isso ressalta o papel positivo do Trichoderma no manejo da cercosporiose. Os
resultados iniciais revelaram que o tratamento controle exibiu a maior AACPD, com
um valor de 98.39 (x 8.35) (Tabela 9). Estes resultados indicaram uma alta taxa de
progressdo da doenca ao longo do tempo na auséncia de intervencdes. Os
tratamentos que envolveram as cepas de Trichoderma apresentaram reducdes
significativas na AACPD em comparagdo com o controle (Tabela 9). Tanto o
Trichoderma sp. JAB 02 quanto o Trichoderma harzianum USP 19 demonstraram
eficacia em retardar a progressao da doenca, com valores de AACPD de 52.14 (+
5.35) e 49.82 (+ 6.53) respectivamente (Tabela 9).

A adicao de fungicidas também desempenhou um papel importante na reducéo
da AACPD. Os tratamentos com combinagdes de Trichoderma e fungicidas (F5 e F7)
mostraram resultados mais favoraveis. Trichoderma sp. JAB 02 + F7 e Trichoderma
harzianum USP 19 + F7 destacaram-se com valores de AACPD de 21.78 (£ 3.72) e
20.53 (x 3.69) respectivamente, demonstrando uma clara eficacia no controle da
doenca (Tabela 9).

Comparando as AACPDs entre F5 e F7, observamos que a estratégia de 7
pulverizagdes proporcionou uma reducéo mais acentuada na progressao da doenca.
Isso sugere que a frequéncia aumentada de aplicacdo de fungicidas pode ser mais

eficaz no controle da cercosporiose (Tabela 9).
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Tabela 9. Resultados médios da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), obtidos a partir de seis avaliacbes da
severidade de Cercosporiose registradas a cada 14 dias em plantas de amendoim.

Tratamento DAP 40 DAP 54 DAP 68 DAP82 DAP 96 DAP 110 AACPD
Severidade (%)
Controle 2.94 (+2.48) c 3.39(x235)b 6.33 (+2.23)d 15.71 (£ 4.99)d 36.07 (£ 4.92)d 73.57 (£ 9.42)d 98.39 (+8.35)d

Trichoderma sp. JAB 02

T. harzianum USP 19
Trichoderma sp. JAB 02 + F5
T. harzianum USP 19 + F5
Trichoderma sp. JAB 02 + F7
T. harzianum USP 19 + F7

Fungicidas

1.42 (+2.27)b
1.16 (+ 2.13) b
0.71 (£ 1.76) a
0.62 (+ 1.66) a
0.44 (+1.43) a
0.35(+1.29) a
0.62 (+ 1.66) a

2.05 (£ 2.48) a
1.96 (+ 2.46) a
1.69 (+2.38) a
1.60 (+ 2.35) a
1.25 (+2.18) a
1.07 (£ 2.07) a
1.51 (+2.32) a

4.28 (£ 2.76) ¢
4.10 (+ 2.54) ¢
3.30 (£ 2.38) b
3.03 (£ 2.46) b
2.32 (+2.51) a
2.05 (£ 2.48) a
2.58 (+ 2.52) a

9.46 (+ 1.56) ¢
9.37 (+ 1.66) c
7.05 (+ 2.48) b
6.96 (+ 2.46) b
4.91 (+ 0.66) a
4.82 (+2.12)a
544 (+1.72) a

19.82 (+5.21) ¢
19.64 (+ 5.03) ¢
14.28 (+ 4.99) b
13.92 (+4.92) b
7.76 (£ 2.50) a
7.67 (x251)a
8.30 (+ 2.38) a

30.35 (+ 1.87) ¢
30.17 (+1.33) ¢
21.96 (+ 4.00) b
21.60 (+3.70) b
9.64 (+1.29) a
9.28 (+1.76) a
10.26 (+ 2.00) a

52.14 (+ 5.35) ¢
49.82 (+6.53) C
36.78 (+ 7.55) b
37.14 (£ 4.79) b
21.78 (+3.72) a
20.53 (+ 3.69) a
23.39 (+ 4.66) a

CV (%) - Coeficiente de variagéo

p-valor (ANOVA)

195.6
<0.001

132.38
<0.001

79.82
<0.001

52.76
<0.001

61.87
<0.001

78.15
<0.001

58.25
<0.001

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%). F (5) — Cinco pulverizagdes; F (7) — Sete

Pulverizacdes
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Em relacdo a incidéncia de cercosporiose, observou-se variacdo ao longo de 82 DAP, sendo notavel apenas no tratamento
com T. harzianum USP 19 + F (7) (Figura 3). Os tratamentos que incluiram a aplicacédo de Trichoderma em conjunto com fungicidas
demonstraram as taxas mais baixas de plantas infectadas pela cercosporiose até os 68 DAP (Figura 3). Entretanto, aos 96 DAP, a
infecc@o havia se disseminado completamente, atingindo 100% de todas as plantas na area avaliada (Figura 3). Conclui-se, portanto,

gue a cercosporiose afetou a totalidade da area sob avaliacdo, embora tenham sido observadas diferencas significativas na sua
severidade durante os primeiros meses.

d bbbbbb b

Tratamento

Controle

Trichoderma sp.JAB 02

T. harzianum USP 19
Trichoderma sp.JAB 02 + F5
T. harzianum USP 19 + F5
Trichoderma sp.JAB 02 + F7
T harzianum USP 19 + F7
Fungicidas

Incidéncia (%)

DAP 40 DAP 54 DAP 68 DAP 82 DAP 96 DAP 110

Figura 3. Resultados médios da incidéncia de cercosporiose obtidos a partir de seis avaliacdes registradas a cada 14 dias em
plantas de amendoim
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Durante o periodo da segunda avaliacao, as condi¢des climaticas se mostraram
altamente propicias para o desenvolvimento de sintomas da doenca, devido
principalmente as chuvas frequentes. A quantidade de chuva acumulada nos 40 dias
que antecederam o aparecimento dos primeiros sintomas foi proxima de 300 mm,
semelhante a primeira avaliacdo (Tabela 1; Figura 4). No entanto, nas avaliagdes
subsequentes, foi observado um aumento significativo na quantidade de precipitagéo
acumulada em comparacdo com a primeira avaliacdo, o que naturalmente contribuiu
para uma maior expressao da doenca (Tabela 1; Figura 4).

No tratamento controle, a incidéncia da doencga atingiu cerca de 75%, enquanto
0s demais tratamentos que utilizaram a combinacao de Trichoderma com fungicidas
e/ou o uso isolado de fungicidas apresentaram taxas inferiores a 25%. Notavelmente,
os tratamentos que envolveram sete pulverizacfes ao longo do ciclo demonstraram

0s menores indices de progressdo da doenca (Tabela 1; Figura 4).

S
o
S

—_ - Tratamento
£ 200+ a
E o -& Controle
‘;’ e & T asperelum JAB 02
] L50 8 @ T harzianum USP 19
g“ gt W T asperelum JAB 02 + F5
:'é- (o] & T harzianum USP 19 + F5
‘s 100 % -+ T asperelum JAB 02 + F7
E 25 O -+ T harzianum USP 19 + F7
o o 4 Fungicidas

1]

=

W)

<)

DAP

Figura 4. Correlacdo entre os dados médios de precipitacdo pluviométrica e a
progressdo da cercosporiose nas plantas de amendoim durante todo periodo da

segunda avaliagéo.
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3.3.1 Segunda avaliacao das infestacOes de tripes

A maior incidéncia de tripes foi semelhante a primeira avaliagdo, também
registrada aos 68 DAP (Tabela 10). Notavelmente, o tratamento controle apresentou
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos demais tratamentos, com o
tratamento Trichoderma sp. JAB 02 + F7 exibindo as taxas mais baixas de presenca
de tripes nas plantas (Tabela 10).

A medida que o tempo avancou apds os 68 DAP, a infestacdo por tripes
gradualmente diminuiu. Os tratamentos que mantiveram as menores médias ao longo
de todo o ciclo foram Trichoderma sp. JAB 02 + F7, T. harzianum USP 19 + F7 e 0
uso exclusivo de fungicidas. No primeiro registro (40 DAP), o niumero de tripes
registrado no controle e no tratamento que utilizou apenas fungicidas ndo apresentou
diferencas estatisticas, ambos diferindo dos demais tratamentos (Tabela 10).

Além disso, aos 110 DAS, as plantas que registraram menor nimero de tripes
foram aquelas submetidas ao tratamento com fungicidas, Trichoderma sp. JAB 02 +
F7 e T. harzianum USP 19 + F7, com valores de 0,725, 0,625 e 0,75, respectivamente.
Esses tratamentos mostraram-se estatisticamente diferentes dos demais, embora néo

tenham demonstrado diferencas significativas entre si (Tabela 10).



Tabela 10. Numero médio de tripes por planta registrado a cada 14 dias.
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Tratamentos

DAP 40

DAP 54

DAP 68

DAP 82

DAP 96

DAP 110

Controle

Trichoderma sp. JAB 02
T. harzianum USP 19

Fungicidas (F)

Trichoderma sp. JAB 02 + F (5)
T. harzianum USP 19 + F (5)
Trichoderma sp. JAB 02 + F (7)
T. harzianum USP 19 + F (7)

1.90 (+ 0.30) b
1.72 (£ 0.45) a
1.67 (£ 0.47) a
1.82 (£ 0.38) b
1.63 (+0.4) a
1.67 (£ 0.47) a
1.63 (£ 0.48) a
1.67 (+ 0.47) a

4.52 (+ 1.15) b
3.97 (£ 0.89) a
3.95(+1.17) a
3.60 (+1.12) a
3.72 (£ 1.08) a
3.70 (+ 1.09) a
3.50 (+ 1.17) a
3.62 (+1.12) a

5.95 (+ 1.19) b
4.97 (+2.38) a
4.95 (+2.98) a
4.75 (+ 1.82) a
452 (+1.75) a
4.45 (+ 1.01) a
4.25 (+1.23) a
4.67 (£1.36) a

2.55 (+ 0.95) b
2.57 (+1.19) b
2.65 (+ 0.86) b
2.22 (+0.83) a
2.57 (£ 0.67) b
2.50 (+ 0.75) b
2.17 (+0.78) a
2.07 (£ 0.85) a

1.92 (+ 0.65) b
1.80 (+ 0.56) b
1.87 (+0.33) b
1.62 (+ 0.49) a
1.70 (+ 0.46) a
1.80 (+ 0.40) b
1.57 (+ 0.50) a
1.65 (+ 0.62) a

1.05 (+ 0.87) b
1.12 (+ 0.56) b
1.02 (+ 0.48) b
0.72 (£ 0.59) a
0.85 (+ 0.53) a
0.95 (+ 0.50) b
0.62 (+ 0.58) a
0.75(£ 0.58) a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).
F (5) — Cinco pulverizacdes; F (7) — Sete Pulverizacdes
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3.3.2 Segunda avaliacao de produtividade do amendoim e levantamento de
custos de producéao

Os tratamentos com Trichoderma sp. JAB 02 + F e T. harzianum USP 19 + F
com sete pulverizagcbes apresentaram a maior produtividade de amendoim em
comparacao com os outros tratamentos (Tabela 11). O tratamento T. harzianum USP
19 + F (7) produziu 119 sacas de amendoim a mais do que o controle, e 27 sacas a
mais do que o tratamento isolado com fungicida (Tabela 11).

O segundo tratamento mais produtivo foi com o Trichoderma sp. JAB 02 + F
(7), que produziu 112 sacas de amendoim a mais do que o controle e 20 sacas a mais

do que o tratamento apenas com fungicida (Tabela 11).

Tabela 11. Produtividade de amendoim na segunda safra avaliada.

Tratamento 1P100s (9) Pod yield (kg/ha) Sacas/ha (25 kg)
Controle 73.27 (£ 0.92) d 2692.36 (+ 249.60) e 107.69 (£ 9.98) e
Trichoderma sp. JAB 02 80.32 (x1.59) c 3781.25 (£ 81.28) d 151.25 (+ 3.25) d
T. harzianum USP 19 80.37 (+x 0.62) c 3892.36 (£ 71.15) d 155.69 (£ 2.84) d
Fungicidas 86.22 (+0.37) b 4996.52 (+ 122.33) b 199.86 (+ 4.89) b
Trichoderma sp. JAB 02 + F (5) 86.60 (£ 0.33) b 4270.83 (£ 132.97) ¢ 170.83 (£ 5.31) c
T. harzianum USP 19 + F (5) 86.95 (£ 0.12) b 4409.72 (+ 286.32) c 176.38 (+ 11.45) c
Trichoderma sp. JAB 02 + F (7) 88.02 (+ 1.22) a 5486.11 (+ 179.30) a 219.44 (£ 7.17) a
T. harzianum USP 19 + F (7) 87.90 (£ 0.35) a 5659.72 (£ 132.97) a 226.38 (£ 5.31) a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott (5%). 'P100s: Peso de 100 sementes
(5) — Cinco pulverizagdes; (7) — Sete Pulverizacbes

O COT do plantio a colheita do amendoim na safra de 2021 esta descrito na
Tabela 12. Na safra de 2021/22, o custo médio por hectare foi de R$ 12.614,62 e 0
ganho bruto de R$ 16.198,00 para a regido de Sertdozinho - SP.

O custo médio do Trichoderma foi considerado como R$ 106,08 por
pulverizacéo, totalizando R$ 742,56 em sete pulverizagbes. O valor médio de cada
saca de amendoim (25 kg) contabilizado em 2021 foi de R$ 91,98.
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Tabela 12. Custo Operacional Total de um hectare de amendoim na regiao de
Sertdozinho, SP, safra 2021/22.

Descricdo R$/ha
Materiais

Fertilizantes e corretivos R$1.875,96
Sementes R$ 2.359,62
Herbicidas R$ 670.85
Fungicidas R$1.272,44
Inseticidas R$ 745.10
Adjuvantes R$ 51.81
Total Materiais R$6.978,34
OperacBes mecanizadas

Preparo de solo R$816.76
Plantio R$278.66
Cultivation R$412.56
Colheita R$1189.34
Total de operacdes mecanizadas R$2.697,34
Custo Operacional Efetivo (COE) R$9.675,69
Transporte R$247.26
Arrendamento R$2.080
Depreciacédo R$127.92
Outros gastos R$483.75
Custo Operacional Total (COT) R$12.614,62

Os tratamentos com o Trichoderma sp. JAB 02 + F e T. harzianum USP 19 + F
com sete pulverizaces apresentaram a maior relacdo custo-beneficio para o produtor,
uma vez que o gasto com o Trichoderma associado ao fungicida foi inferior ao lucro
obtido, alcancando uma produtividade muito maior do que o uso do fungicida isolado
(Tabela 13).

A utilizacdo de menos pulverizagbes de fungicida (5 pulverizagbes) nao foi
adequada para o controle das doencgas, portanto, a produtividade foi muito inferior em

comparacao com os outros tratamentos (Tabela 13).
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Tabela 13. Produtividade, despesas e rentabilidade do amendoim na safra 2021/22.

Tratamentos Pulverizacbes COoT Sacas (25kg) /ha GB!? Lucro

Controle 0 R$ 11.342,18 107.69 R$ 9.907,45 R$-1.434,73
Trichoderma sp. JAB 02 7 R$ 12.084,74 151.25 R$ 13.914,99 R$ 1.830,24
T. harzianum USP 19 7 R$ 12.084,74 155.69 R$ 14.323,50 R$ 2.238,75
Trichoderma sp. JAB 02 + F 5 R$ 12.425,45 170.80 R$ 15.713,62 R$ 3.288,16
T. harzianum USP 19 + F 5 R$ 12.425,45 176.38 R$ 16.226,96 R$ 3.801,51
Trichoderma sp. JAB 02 + F 7 R$ 13.357,18 219.40 R$ 20.184,78 R$ 6.827,60
T. harzianum USP 19 + F 7 R$ 13.357,18 226.38 R$ 20.826,93 R$ 7.469,74
Fungicidas (F) 7 R$ 12.614,62 199.80 R$ 18.381,58 R$ 5.766,95

1GB - Ganhos Brutos
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4. DISCUSSAO

O amendoim é uma cultura de extrema importancia, amplamente cultivada em
todo o mundo. No entanto, as plantas de amendoim sédo altamente suscetiveis a
diversas doencgas causadas por fungos, destacando-se as cercosporioses. Essas
enfermidades podem acarretar perdas consideraveis na produtividade e qualidade das
safras, provocando de foliacdes severas e podendo reduzir os rendimentos em mais
de 50%.

Muitos dos problemas fitopatol6gicos comercialmente relevantes em
plantacdes de amendoim sdo controlados pelos agricultores por meio do uso de
fungicidas quimicos (Jordan et al., 2020). De acordo com Marinelli et al. (2017), as
cercosporioses podem ser identificadas pelo aparecimento de manchas necroticas
irregulares, com diametros de 2 a 7 mm, nas folhas.

No entanto, a aplicacdo excessiva de fungicidas € um método de controle que
enfrenta restricbes crescentes, conforme observado por Jordan et al. (2020), devido a
resisténcia desenvolvida por muitas doencas a esses produtos quimicos. Além disso,
a industria de defensivos agricolas reluta em investir em novos produtos devido ao
tamanho relativamente pequeno do mercado de amendoim em comparacdo com
outras culturas, somado aos custos significativos de registro de novos produtos
quimicos. Isso ocorre, apesar da demanda dos compradores e processadores de
amendoim que buscam acessar mercados internacionais com restricbes mais
rigorosas em relacéo aos residuos de agroquimicos (Jordan et al., 2020).

Conciliar o aumento da producdo de amendoim com a preservagdo do meio
ambiente e dos recursos naturais, é crucial adotar uma abordagem de manejo
sustentavel (Giordano et al., 2021). Portanto, torna-se essencial desenvolver
estratégias alternativas, como a integracdo de agentes de controle bioldgico, entre os
quais se destaca o fungo Trichoderma, a fim de reduzir a dependéncia ou
complementar o uso de fungicidas quimicos.

O fungo Trichoderma é encontrado em diversos ecossistemas e € reconhecido
por sua capacidade de controlar doencas em plantas por meio de abordagens

biolégicas (Ruano-Rosa et al., 2016). No entanto, € importante ressaltar que nem
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todas as cepas selvagens desse fungo aumentam os rendimentos ou oferecem
eficacia no controle de fitopatdgenos. Conforme destacado por Harman et al. (2021),
apenas algumas cepas especificas de Trichoderma demonstram beneficios
significativos para as plantas. Portanto, a identificacdo de cepas eficazes é de suma
importancia.

No contexto brasileiro, & prevalente o uso excessivo de fungicidas no cultivo de
amendoim. Os agricultores costumam aplicar fungicidas em suas lavouras até 10
vezes durante uma unica safra (COPLANA: Cooperativa Agroindustrial Brasileira,
comunicacao pessoal).

Um estudo conduzido por Norsworthy et al. (2012) nos Estados Unidos revelou
um aumento de 78% no uso de agroquimicos na producao de amendoim ao longo de
uma década. No entanto, o uso desmedido de fungicidas pode levar ao
desenvolvimento de fitopatdgenos resistentes, comprometendo a eficacia desses
produtos no controle de doencas a longo prazo (Ghini, 2000).

O presente estudo é pioneiro ao avaliar o uso de diferentes cepas de
Trichoderma em associacao ou ndo com fungicidas no manejo das cercosporioses em
plantacdes de amendoim, sob condi¢cdes de campo.

E essencial ressaltar que a compatibilidade entre o agente bioldgico e o
fungicida escolhido é fundamental para a eficacia do controle. No Brasil, o Clorotalonil
e o Difenoconazol sao fungicidas amplamente utilizados pelos agricultores em larga
escala (Moraes et al., 2001).

Os resultados do presente estudo demonstram que as cepas de Trichoderma
apresentaram boa compatibilidade com os fungicidas Clorotalonil e Difenoconazol,
guando utilizados na dosagem recomendada pelas respectivas bulas.

No entanto, € importante observar que o tempo de exposi¢cédo do Trichoderma
aos fungicidas esta diretamente relacionado a inibicdo de seu crescimento, simulando
as condi¢des de campo, onde os conidios serdo dispersos e terdo menos contato com
os fungicidas em comparacédo com a exposi¢cao em placas de Petri, como observado
em estudos anteriores (Widmer, 2019).

Neste estudo, foi priorizado a observacdo da germinacdo de conidios em
diferentes intervalos de tempo quando em associa¢gdo com os fungicidas. Ao contrario

da metodologia convencional de "Poison-Plate”, que mantém o fungo em contato
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constante com os fungicidas por varios dias em placas de Petri, no presente estudo a
abordagem se assemelha mais a realidade do campo, onde os fungicidas sao
adicionados ao tanque de pulverizacdo e, em seguida, aplicados nas plantas.

Nesse contexto, a viabilidade da germinacdo é mais relevante do que o
crescimento do fungo, conforme destacado por Sanchez-Montesinos et al. (2021) e
Maurya et al. (2020), que relataram interacdes positivas entre Trichoderma e
fungicidas compativeis.

No entanto, é importante reconhecer que alguns estudos mostraram resultados
desfavoraveis para essa interacao, sugerindo que a eficacia pode depender da dose
e o tipo de fungicida (Madhavi et al., 2011; Maheshwary et al., 2020), e que a
metodologia "Poison-Plate" ndo reflete adequadamente a sobrevivéncia dos conidios
(Widmer, 2019).

Os resultados aqui demonstrados revelaram que os fungicidas Clorotalonil e
Difenoconazol tiveram pouco impacto na germinacgao de conidios de Trichoderma nas
primeiras 2 horas de contato e durante as duas safras avaliadas, as analises das
cercosporioses revelaram que os tratamentos contendo exclusivamente Trichoderma
obtiveram uma média de indices de severidade até 50% menores do que o tratamento
controle.

Apesar desses resultados positivos, é importante notar que as plantas tratadas
apenas com Trichoderma ainda apresentaram indices de severidade relativamente
altos, chegando a alcancar notas de nivel 5, conforme a tabela 3 utilizada para
classificacao.

Os resultados deste estudo sdo congruentes com o trabalho de Kumar et al.
(2017), que também avaliaram a eficicia de T. harzianum e Pseudomonas fluorescens
no controle das cercosporioses em plantas de amendoim. Os autores indicaram que
a aplicacao de Trichoderma por meio de pulverizagao foliar reduziu significativamente
tanto a incidéncia quanto a gravidade das cercosporioses em até 23%.

Além disso, os resultados deste estudo foram consistentes com o realizado po
Ramesh e Zacharia (2017), que demonstraram que a aplicacdo de T. viride reduziu a
incidéncia das cercosporioses em 11,31%, 18,69% e 31,50% nos periodos de 30, 60

e 90 dias ap6s o plantio, respectivamente. Simultaneamente, esse tratamento
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promoveu um aumento na producao de amendoim de 7,78 g/ha em comparagdo com
o controle, que atingiu apenas 4,85 g/ha.

Outra pesquisa realizada por Giordano et al. (2023) relataram que T. harzianum
ITEM 3636 diminuiu de forma significativa o numero de foliolos de amendoim afetados
pela cercosporiose e estimulou niveis mais elevados de enzimas relacionadas a
defesa nas folhas apés a inoculacéo, em condicdes de estufa.

No entanto, nos ensaios aqui realizados observou-se que os menores indices
de severidade das cercosporioses ocorreram nos tratamentos que combinaram
Trichoderma com fungicidas. Semelhante aos resultados de Yakubu et al. (2019) que
indicaram que formulacdes contendo esporos de T. harzianum foram eficazes no
aumento da produtividade e na reducdo das cercosporioses em feijao-caupi e
amendoim. Suas formulac¢des de Trichoderma registraram um aumento médio de 10
a 58% na producao de vagens em comparacao com o tratamento que utilizava apenas
fungicidas (Mancozeb + Carbendazim).

No entanto, os resultados obtidos neste trabalho, apenas duas cepas de
Trichoderma apresentaram diferencas significativas em relagcéo ao tratamento isolado
com fungicidas. As cepas Trichoderma sp. JAB 02 e T. harzianum USP 19
demonstraram os menores indices de severidade quando combinadas com o0s
fungicidas, alcancando porcentagens de 6,33 (+ 2,23) e 6,16 (+ 2,13) apds 110 dias
de plantio na primeira avaliacédo e 9,64 (+ 1,29) e 9,28 (+ 1,76) na segunda avaliacao.

Contudo, na segunda avaliacdo, ndo foi observado diferencas estatisticas
significativas nesses tratamentos em comparacdo com o tratamento isolado com
fungicida, que apresentou uma severidade média de 10,26 (+ 2,00) aos 110 dias apos
o plantio. Vale ressaltar que, na primeira avaliacdo, durante a safra de 2020, houve
um acumulado de precipitacdo de 888 mm, enquanto na safra de 2021, a precipitacao
foi de 1324 mm. Com base nesses dados, constatou-se uma severidade média 30%
maior no ano de 2021. Esses resultados podem estar relacionados com a quantidade
substancial de chuvas na safra de 2021 e, consequentemente, niveis mais elevados
de umidade relativa, o que favoreceu o desenvolvimento das cercosporioses.

De acordo com March e Marinelli (1998), a medida que a temperatura aumenta,
a taxa de desenvolvimento dessa doenca também cresce. A severidade das

cercosporioses é diretamente influenciada pelo periodo de umidade das plantas,
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sendo que longos periodos de molhamento foliar, de pelo menos 10 horas, juntamente
com temperaturas entre 20 °C a 26 °C, proporcionam condi¢cdes ideais para o
desenvolvimento dessa doenca.

A alta precipitacdo pluviométrica na safra de 2021 provavelmente levou a queda
de folhas infectadas, o que, somado a grande quantidade de chuva, propiciou a
abscisao foliar. Essa explicacdo encontra suporte nos sintomas observados durante
as avaliagOes realizadas neste estudo.

Culbreath et al. (2001) destacaram que a combinagdo dos fungicidas
Tebuconazole e Chlorothalonil proporcionou um controle mais eficaz das doencas
foliares do amendoim em comparacdo com a aplicacdo individual de Chlorothalonil ou
Tebuconazole.

Portanto, embora o uso de fungicidas de contato possa ser eficaz em certas
situacdes no controle das cercosporioses, como a mancha-preta e a mancha-
castanha, torna-se evidente a importancia dos fungicidas sistémicos, especialmente
em épocas de elevada precipitacdo, uma vez que os fungicidas de contato podem ter
sua eficacia comprometida, sendo facilmente lixiviados em periodos chuvosos.

Os resultados deste estudo sublinham a necessidade de recorrer a fungicidas
para controlar as cercosporioses, dado que esta doenc¢a pode causar danos severos
as plantas de amendoim. Levar em consideracdo o historico da area de plantio
também se mostra fundamental. Embora o uso exclusivo de fungicidas tenha
apresentado resultados promissores no controle das cercosporioses, a adicdo de
Trichoderma resultou em uma produtividade significativamente superior.

Na segunda avaliacdo, apenas os isolados de Trichoderma que obtiveram os
melhores resultados na primeira avaliacdo foram selecionados. A diferenca entre o
namero de pulverizagdes durante o ciclo, de 5 para 7, foi avaliada somente na
segunda avaliacao.

Os resultados demonstraram que o volume de pulverizagdo de fungicidas
exerce influéncia sobre o controle das cercosporioses. As diferencas entre 5 e 7
pulverizacdes foram estatisticamente significativas, evidenciando as dificuldades de
reduzir o numero de aplicacdes de fungicidas para o manejo desta doenca em cultivos

de amendoim.
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Os tratamentos com 5 pulverizacdes apresentaram severidades da doenca
consideravelmente maiores e uma produtividade de amendoim significativamente
inferior em comparagéo com os tratamentos com 7 pulverizagbes. As maiores taxas
de incidéncia das cercosporioses foram observadas ap6s 82 DAP em ambas as
avaliacoes. A doenca estava presente em quase 100% da area, mas com baixa
gravidade nos tratamentos que combinaram Trichoderma com fungicidas.

Portanto, a associagdo de Trichoderma com fungicidas resultou em beneficios
para a produtividade do amendoim. No entanto, € importante ressaltar que essa
melhoria na produtividade pode nado estar estritamente ligada ao controle das
doencas.

Uma hipé6tese levantada é de que o Trichoderma pode ter contribuido para o
crescimento das plantas de amendoim. Durante os experimentos, foi possivel
observar que as plantas inoculadas com Trichoderma apresentaram um aspecto mais
vigoroso em comparacao com 0s outros tratamentos. No entanto, embora tenha sido
observada essa diferenca, ndo foram coletados dados especificos sobre o estimulo
do crescimento; portanto, este aspecto deve ser investigado em estudos futuros.

Varios estudos tém documentado a eficacia do Trichoderma no controle de
doencas e no estimulo do crescimento das plantas de amendoim. Hossain e Hossain
(2013), por exemplo, relataram que um biofungicida baseado em T. viride reduziu a
incidéncia de cercosporioses em amendoins em até 22,19% aos 90 dias apods a
semeadura, além de melhorar parametros de crescimento das plantas, como altura,
namero de folhas, peso das vagens, numero de vagens e rendimento final, em
comparacao com o grupo de controle. Outros estudos, como o conduzido por Dutta et
al. (2021), demonstraram melhorias significativas na fisiologia das plantas de
amendoim, incluindo biomassa, comprimento e peso das vagens, nodulacdo das
raizes e rendimento, quando tratadas com uma bioformulacéo liquida de Trichoderma.
Além disso, Neelipally et al. (2020) observaram que sementes de amendoim tratadas
com Trichoderma in vitro apresentaram melhor germinacdo e desenvolvimento das
plantulas em comparacédo com Bradyrhizobium.

Esses estudos apoiam a hip6tese de que o Trichoderma pode desempenhar
um papel significativo no crescimento e desenvolvimento das plantas de amendoim.

Kamaruzzaman et al. (2016) relataram que T. harzianum (ST5), como tratamento de
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sementes de amendoim, proporcionou comprimento e peso maximos do broto, peso
das raizes com vagens, peso das vagens e numero de nédulos por planta, e T. viride
(ST6) apresentou maior crescimento da planta, nodulacao e rendimento.

Frezarin et al. (2023) também relataram que a inoculacdo de Trichoderma em
sementes de amendoim promoveu aumentos na massa seca das raizes, massa seca
das brotacdes, concentracdes de fosforo e altura da planta em estufa e condicdes de
campo, em comparac¢ao com o controle.

Os tripes mais comuns encontrados durante todas as coletas de amostras
pertencem a espécie E. enigmaticus sp. n, conforme descrito por Lima et al. (2022).
Nas duas avaliacdes realizadas entre 54 e 68 DAP, observou-se 0s picos mais
elevados na populacéo de tripes nas plantas. Esses resultados assemelham-se aos
de Moraes et al. (2005) e Moraes et al. (2006), que também registraram altas
infestac@es de tripes entre 56 e 79 DAS em cultivos de amendoim.

Na primeira avaliacdo, os tratamentos que utilizaram fungicidas isoladamente
e as cepas de Trichoderma JAB 02 e USP 19, independentemente de estarem
associadas aos fungicidas ou ndo, apresentaram as menores populacdes de tripes
nas plantas. Na segunda avaliacao, as diferencas entre os tratamentos nesse periodo
de pico foram sutis, divergindo apenas do grupo de controle, onde se observou uma
guantidade significativamente maior desses insetos.

Foi notavel que as demais cepas de Trichoderma, quando combinadas ou ndo
com os fungicidas, resultaram em uma leve piora na severidade das cercosporioses
em comparacao com as cepas JAB 02 e USP 19. Supde-se gque esse resultado possa
estar relacionado as infestacbes mais expressivas de tripes nos tratamentos
envolvendo essas outras cepas de Trichoderma, sugerindo que as plantas tratadas
com essas cepas atrairam mais tripes do que as outras, possivelmente levando a
diferentes respostas por parte das cepas de Trichoderma, seja atraindo ou inibindo
esses insetos.

Quaisquer pequenas variagdes entre as duas safras podem estar associadas
as condi¢cdes climaticas, visto que o maior volume de chuvas na segunda avaliacao

pode ter contribuido para um controle natural dos tripes no campo.
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De acordo com Srinivasan et al. (2018), tripes que se alimentam das plantas de
amendoim podem causar feridas que servem como portas de entrada para diversas
doencas, resultando em um aumento na incidéncia de doengas.

O uso de Trichoderma como agente de biocontrole para pragas de insetos tem
ganhado destaque nos ultimos anos (Poveda, 2021). No entanto, as pesquisas ainda
sao limitadas no que diz respeito a correlacao direta entre o uso de Trichoderma e a
infestacéo de tripes. Muvea et al. (2014), por exemplo, relataram que alguns fungos
endofiticos, incluindo o Trichoderma, exerceram um efeito antagonista sobre as
populacdes de tripes em plantacdes de cebola, reduzindo a presenca dessa praga.

A produtividade do amendoim foi menor para todos os tratamentos aqui
realizados durante a segunda avaliacdo, possivelmente devido ao aumento da
precipitacdo e a maior severidade das cercosporioses em compara¢cao com a primeira
avaliacao.

Tais resultados destacam que a aplicacdo de Trichoderma em conjunto com
fungicidas resultou em um aumento significativo na producao de amendoim. Houve
um aumento médio de 500 a 675 kg/ha em comparacdo com o tratamento apenas
com fungicida e de 2700 a 2967 kg/ha em relacdo ao grupo de controle durante o
segundo experimento. No entanto, vale ressaltar que esses resultados foram
observados apenas para duas cepas de Trichoderma, JAB 02 e USP 109.

Hasan et al. (2016) concluiram que o biofungicida baseado em Trichoderma
pode ser eficaz no manejo ecolégico de manchas foliares, resultando em um
rendimento 53,61% superior em comparacdo com as plantas do grupo de controle. A
aplicacdo de T. harzianum também foi associada ao aumento dos retornos
econdmicos e a melhora na relacao beneficio-custo nas plantacbes de amendoim
(Sharma et al., 2012).

De acordo com as conclusdes de Kumhar et al. (2018), o tratamento de
sementes com Tebuconazole e a aplicagdo no sulco de plantio com T. viride
enriquecido com esterco de curral foram os tratamentos mais eficazes e
financeiramente vantajosos para o manejo da podriddo do colo e da mancha foliar
precoce. Jadon et al. (2017) também constataram que o tratamento com fungicida
(Mancozeb), seguido pelo tratamento de sementes com T. harzianum, controlou

eficazmente doencas transmitidas pelo solo em cultivos de amendoim.
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Os fungicidas ainda sdo a principal ferramenta de controle de doencas em
plantacdes de amendoim. No entanto, o uso complementar de Trichoderma como
agente de biocontrole de fitopatdbgenos e na reabilitacdo do solo pode reduzir a
necessidade de fertilizantes quimicos, ao mesmo tempo que estimula o crescimento
das plantas (Tripathi et al., 2013). Além disso, a combinacdo de Trichoderma com
fungicidas pode ndo apenas aumentar a produtividade do amendoim, mas também
contribuir para a lucratividade dos agricultores.

Essa abordagem oferece uma alternativa sustentavel aos pesticidas quimicos,
promovendo a saude do solo e reduzindo a poluicdo ambiental. No entanto, sdo
necessarias mais pesquisas para compreender completamente o potencial dessa

abordagem e otimizar sua aplicacdo em diversos sistemas de cultivo.

5. CONCLUSAO

Este estudo apresenta evidéncias convincentes de que a combinacdo de
Trichoderma com fungicidas é mais benéfica em comparacdo com o uso isolado de
fungicidas. Os tratamentos combinados resultaram em uma reducéo significativa na
severidade das cercosporioses e em maiores indices de produtividade de amendoim,
destacando o potencial do Trichoderma como uma ferramenta eficaz de biocontrole e
um complemento aos fungicidas. Essas descobertas ressaltam a importancia de
realizar mais pesquisas sobre estratégias sustentaveis de manejo de doencas, como

a combinacgao Trichoderma-fungicida, para aprimorar a produ¢ao de amendoim.
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CAPITULO IV - Aplicagdo Pré-Colheita de Trichoderma para Manejo de
Aflatoxinas na Cultura do Amendoim

Resumo - Este estudo investigou o impacto de diversos tratamentos nos niveis de
aflatoxina em grdos de amendoim, com foco na utilizacao de diferentes cepas do
fungo Trichoderma e fungicidas em combinacdo com o fungo Aspergillus flavus,
produtor de aflatoxina. Foi avaliada a atividade inibitoria de 10 cepas antagonistas
de Trichoderma contra o A. flavus aflatoxigénico, tanto in vitro quanto in vivo. O
efeito antagonista contra os fitopatégenos Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger e A.
flavus foram avaliados por meio da inibigdo do crescimento radial das colonias e
de interacbes fungicas pela técnica de culturas pareadas. Dez cepas de
Trichoderma foram examinadas quanto a sua capacidade de biocontrole in vivo.
As cepas Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP
19 demonstraram eficacia contra os trés patdégenos (S. rolfsii, A. niger e A. flavus)
nos testes de antagonismo realizados em laboratorio. De forma geral, certas cepas
de Trichoderma, em particular Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19,
mostraram-se consistentemente mais eficazes na reducao dos niveis de aflatoxina
em amendoins em condi¢cdes de campo. O estudo também investigou o papel do
Trichoderma como enddfito, colonizando os espacos intercelulares nas raizes do
amendoim. Concluimos que cepas especificas de Trichoderma (Trichoderma sp.
JAB 03 e T. harzianum USP 19) reduziram significativamente os niveis de
aflatoxina no amendoim e aumentaram o rendimento das colheitas, exceto quando
combinadas com A. flavus. Por outro lado, os fungicidas resultaram
consistentemente em rendimentos mais elevados, possivelmente devido ao
controle mais eficaz de manchas foliares e outras doencas que causaram danos
severos nos outros tratamentos. Embora os fungicidas ndo tenham reduzido as
aflatoxinas quando utilizados isoladamente em comparacdo com o controle, eles
nao afetaram negativamente os rendimentos quando combinados com A. flavus,
ao contrario das cepas de Trichoderma. Portanto, embora as cepas de
Trichoderma tenham potencial para a reducdo de aflatoxinas e o aumento de
rendimento, é necessario um manejo cuidadoso quando A. flavus esta presente
devido aos seus potenciais efeitos adversos.

Keywords: biological control (CB), mycotoxin, peanut.
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Pre-Harvest Application of Trichoderma for Aflatoxin Management in Peanut
crop

Abstract - This study examined the impact of various treatments on aflatoxin levels
in peanuts, focusing on the use of different strains of the fungus Trichoderma and
fungicides in conjunction with the aflatoxin-producing fungus Aspergillus flavus.
The inhibitory action of 10 antagonistic Trichoderma strains against the
aflatoxigenic A. flavus in vitro and in vivo were examined. Antagonistic effect
against Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger And A. flavus was assessed by
inhibition of radial growth of the colonies and by fungal interactions. Ten
Trichoderma strains were screened for their modes of biocontrol ability in dual
culture. The Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB 03 and T. harzianum
USP 19 strains were effective against all the three pathogens S. rolfsii, A. niger and
A. flavus in lab antagonism test. Overall, certain Trichoderma strains, notably
Trichoderma sp. JAB 03 and T. harzianum USP 19, consistently proved the most
effective for aflatoxin reduction in peanuts in field conditions. The study also
examined Trichoderma's role as an endophyte, colonizing the intercellular spaces
in peanut roots. We concluded that specific strains of Trichoderma (Trichoderma
sp. JAB 03 and T. harzianum USP 19) significantly minimized aflatoxin levels in
peanuts. They also enhanced crop yields, except when combined with A. flavus.
Fungicides consistently resulted in the highest yields, possibly due to more effective
control of leaf spots and other diseases that caused severe damage in other
treatments. Although fungicides did not reduce aflatoxins when used alone
compared to the control, however, they did not negatively affect yields when
combined with A. flavus, unlike Trichoderma strains. Therefore, while Trichoderma
strains have the potential for aflatoxin reduction and yield increase, careful
management is necessary when A. flavus is present due to its potential adverse
effects.

Keywords: biological control (CB), mycotoxin, peanut.
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1. INTRODUCAO

O amendoim, Arachis hypogaea L., € uma importante oleaginosa amplamente
cultivada em regifes tropicais e subtropicais em todo o mundo. No entanto, uma
preocupacao significativa com a saude e seguranca no consumo de amendoins, é a
contaminacgao por aflatoxinas, muitas vezes ultrapassando o limite de 20 partes por
bilhdo estabelecido pela Organiza¢do Mundial da Saude para o consumo humano.

De acordo com Guo et al. (2009), o amendoim € uma das culturas mais
vulneraveis a contaminacédo por Aspergillus flavus. Ingerir alimentos contaminados
com aflatoxinas pode resultar em varias complicacdes de saude, incluindo cancer. A
contaminacdo por aflatoxinas é um desafio persistente no cultivo de amendoins,
causando perdas significativas na producéao e riscos a saude.

Aflatoxinas, compostos potentes carcinogénicos e hepatotoxicos, sao
produzidos pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus durante os
estagios de pré e pés-colheita em certas condigbes ambientais (Reddy et al., 2010;
Uppala et al., 2013). A forma mais potente e téxica é a aflatoxina Bl (AfB1),
classificada como carcinogénica para humanos (grupo I) pela Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer. As estratégias atuais para o controle da contaminacgéo por
aflatoxina incluem rotacdo de culturas, preparo do solo, fungicidas e cultivares
resistentes (Lavkor e Var, 2017).

No entanto, esses métodos s&o ineficazes e podem representar riscos
ambientais e de saude (Bhatnagar-Mathur et al., 2015; Ahmad et al., 2023). Portanto,
a aplicacdo de agentes de biocontrole para prevenir a infeccdo pré-colheita e a
contaminacdo por aflatoxina pode oferecer uma solucdo sustentavel para esse
problema urgente. Trichoderma spp. sdo conhecidos por suas propriedades
antagonistas contra varios patdégenos de plantas (Benitez et al., 2004).

Nesse contexto, agentes de controle biologico como Trichoderma spp. tém
recebido consideravel atengéo devido ao seu potencial para suprimir Aspergillus spp.,
reduzindo assim a producdo de aflatoxinas. Estudos recentes também relataram os
efeitos positivos da aplicagdo de Trichoderma na reducdo da contaminagdo pré-

colheita por aflatoxina em amendoins (Jiang et al., 2018).
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Este estudo teve como objetivo fornecer uma comparacéao detalhada do uso de
Trichoderma spp. e fungicidas tradicionais no controle da contaminacao pré-colheita.

por aflatoxina em amendoins.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados fungicos

As espécies de Trichoderma utilizadas neste estudo foram obtidas a partir da
colecdo de fungos da Amazonia, Fundagcédo Oswaldo Cruz - Fiocruz, Brasil, e incluiram
Trichoderma gamsii (nimero de acesso: CFAM 0044), Trichoderma tawa (CFAM
0149), Trichoderma koningii (CFAM 0358), Trichoderma reesei (CFAM 1162),
Trichoderma harzianum (CFAM 1718) e Trichoderma koningiopsis (CFAM 0810).
Além disso, foram utilizadas outras espécies provenientes de outros bancos de
colecdes de fungos, entre eles, Trichoderma harzianum (USP19), Aspergillus flavus
(USP44) (produtor de aflatoxina) e Aspergillus niger (USP12) provenientes da
colecdo de fungos do Departamento de Biologia da Universidade de Sao Paulo
(FFCLRP-USP), Brasil, e os Trichoderma sp. JABO1, Trichoderma sp. JABO2,
Trichoderma sp. JABO3 e Sclerotium rolfsii provenientes da colecdo de fungos do
Departamento de Biotecnologia Agropecuaria e Ambiental campus de Jaboticabal da
Universidade Estadual de Sédo Paulo (UNESP-FCAV), Brasil.

2.2 Preparacao do Inéculo Fungico

Os isolados fangicos foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
batata-dextrose-agar (BDA; KASVI) e incubados em uma incubadora B.O.D
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) no escuro a 26 + 2 °C por 10 dias. Posteriormente,
foi realizada a fermentacao sélida para aumentar a quantidade de in6culo utilizado nos
experimentos. Para a fermentagdo solida, foram utilizados sacos de polipropileno (35
cm de comprimento x 22 cm de largura) contendo 300 g de arroz parboilizado.
Inicialmente, o arroz foi hidratado com 200 ml de &agua destilada e mantido a
temperatura ambiente por 50 minutos. Em seguida, o arroz foi peneirado para remover

0 excesso de agua e autoclavado a 120 °C por 20 minutos.
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O in6culo de cada isolado de Trichoderma foi preparado raspando os conidios
presentes no meio de cultura BDA dentro dos sacos de polipropileno contendo arroz;
o procedimento foi realizado em uma camara de fluxo laminar asséptico e, em
seguida, foi mantido na incubadora B.O.D. no escuro a 26 + 2 °C por 10 dias.

Apoés a proliferacdo dos isolados fungicos, uma suspensdo de conidios foi
preparada lavando os gréos de arroz com 500 ml de 0,01% (v/v) de Tween 80® em
cada saco, e a concentracdo de conidios foi ajustada para 1 x 10° conidios/ml por
contagem em um hemocitdmetro de Neubauer (KASVI) com um microscépio éptico
(LEICA DMLB).

Para confirmar a viabilidade dos fungos utilizados nos experimentos, a
germinacéo de conidios foi determinada pelo método de contagem direta em 4 ml de
PDA ajustado com 0,001% (v/v) de Derosal® 500 SC (Carbendazim, Bayer
CropScience, S.P., Brasil) em placas Rodac® incubadas com suspensdes de 1x10°
conidios/ml para cada espécie fungica (Oliveira et al., 2015).

Posteriormente, as placas de Petri foram mantidas na incubadora B.O.D. por
22 horas, no escuro a 26 + 2 °C. O numero de conidios germinados e ndo germinados
foi quantificado sob um microscépio 6éptico, estimando a porcentagem de conidios
germinados. As suspensdes foram utilizadas apenas se as taxas de germinacéao

fossem superiores a 85%.

2.3 Avaliacdo in vitro de espécies de Trichoderma quanto a atividade antag6nica
contra Sclerotium rolfsii, Aspergillus flavus e Aspergillus niger

Utilizando a técnica de culturas pareadas em BDA, oito isolados de espécies
de Trichoderma foram examinados quanto as suas atividades inibitorias contra S.
rolfsii, A. flavus e A. niger. Um disco micelial (5 mm) de S. rolfsii, A. flavus e A. niger
foi colocado em um lado da placa de BDA (5 cm de distancia de Trichoderma, a
distancia que separa as duas coldnias), e do outro lado o Trichoderma com 5 dias de
incubacéo.

Os isolados de Trichoderma foram entdo incubados a 27°C durante 5 dias.
Tampdes miceliais de S. rolfsii, A. flavus e A. niger foram colocados em placas de
BDA de forma semelhante para o tratamento controle. As placas de teste foram

incubadas durante 5 dias a 27°C. As col6nias dos patdgenos tiveram seu crescimento
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radial avaliado. Conforme explicado anteriormente por Wonglom et al. (2019), o

percentual de inibicéo foi calculado da seguinte forma:

L R1 —R2
Percentagem de inibicdo (%) = Tx 100

, R1 é o crescimento radial isolado de S. rolfsii, A. flavus ou A. niger (controle),
e R2 é o crescimento radial desses organismos ap0s o pareamento de culturas. Cada
tratamento foi repetido trés vezes e os resultados foram apresentados como média,

erro padréo (n=3).

2.4 Local experimento de campo

Sementes de amendoim da variedade IAC OL-3 foram obtidas da COPLANA -
Cooperativa Agroindustrial, Jaboticabal, SP, Brasil. Dois experimentos de campo
foram conduzidos durante as safras de amendoim de 2020-21 e 2021-22 na fazenda
Cesar Dandaro, em Sertdozinho, no estado de S&o Paulo, Brasil.

A area de cultivo esta localizada entre 21° 4' 58.877 " de latitude Sul e 48° 0’
31.304" de longitude Oeste. A area apresenta histérico de alta incidéncia de doencas
de solo, com sucessivos plantios de amendoim. As datas de semeadura nas safras de
20/21 e 21/22 foram realizadas em 27 de novembro de 2020 e 12 de outubro de 2021,
respectivamente.

Os dados climaticos da regido foram coletados durante os experimentos
(Tabela 1). Para a safra de 2020-21, a precipitagcdo acumulada de setembro a abril foi
de 828,7 mm e para a safra de 2021-22 foi de 1324,4 mm, respectivamente.
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Tabela 1. Dados climaticos mensais das safras 20/21 e 21/22 em Sertaozinho-SP.

Temperatura (°C)

Ano Més UR (%) Precipitagcdo (mm)
Minimo Média Maxima
Setembro 18.0 26.1 34.9 42.8 16.5
2020 Outubro 20.2 26.3 345 54.6 77.0
Novembro 18.1 24.9 33.0 56.8 94.8
Dezembro 20.2 24.5 31.4 76.7 312.4
Janeiro 20.7 25.2 31.8 63.6 138.8
2021 Fevereiro 19.7 24.6 31.4 61.4 91.7
Marco 19.8 24.8 315 58.2 65.2
Abril 17.8 23.6 29.6 55.2 32.3
Setembro 19.5 275 35.2 46.0 40.5
2021 Outubro 18.5 25.0 375 70.5 2725
Novembro 18.7 25.2 36.1 62.4 147.9
Dezembro 19.0 24.9 34.0 70.1 210.9
Janeiro 20.3 24.2 31.1 79.3 283.8
2022 Fevereiro 20.0 24.6 31.2 76.2 199.2
Marco 20.4 25.4 32.3 71.0 91.9
Abril 17.7 23.4 30.8 70.4 77.7

O experimento foi instalado em campo em delineamento de blocos completos
casualizados, com dez tratamentos, replicados quatro vezes. Os tratamentos
consistiram de (1) Controle, (2) Trichoderma sp. JAB 02, (3) Trichoderma sp. JAB 03,
(4) T. harzianum USP 19, (5) Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus, (6) Trichoderma sp.
JAB 03 + A. flavus, (7) T. harzianum USP 19 + A. flavus, (8) A. flavus sozinho, (9)
Fungicidas + A. flavus, (10) Fungicidas sozinho.

O tamanho da parcela foi de 3,6 m x 5 m = 18 m2. Os becos entre parcelas e
repeticbes foram de 1 me 1,5 m, respectivamente. O genétipo de amendoim utilizado
foi o IAC-OL3, cuja semeadura foi realizada no dia 3 de dezembro de 2020, e a
densidade de plantio de 20 sementes por metro linear.

As sementes dos tratamentos 9 e 10 utilizadas nos experimentos foram
submetidas ao tratamento quimico com Piraclostrobina, tiofanato de metila e fipronil
(Standak® TOP, BASF S.A.) na dosagem de 300 mL/100 kg de sementes. Para as
sementes dos tratamentos 2, 3, 4, 5, 6 e 7, foi inoculada a prépria cepa de Trichoderma
para cada tratamento, realizada por aplicacdo direta da suspensao de conidios (5 ml
com 1 x 107 conidios/ml) sobre a semente. (encharcamento do solo) conforme
metodologia de Parsa et al. (2013).

Aplicacbes de fungicidas para os tratamentos 9 e 10 (Clorotalonil, 2,0 L/ha e
Difenoconazol, 0,35 L/ha) e Trichoderma (1 L/ha 1 x 108) para 2, 3, 4, 5, 6 e 7



159

tratamentos iniciados 15 dias ap6s a germinacdo do amendoim. Perduraram até os
118 dias do ciclo do amendoim com intervalos de 15 dias entre as pulverizacdes. As
pulveriza¢des foram aplicadas no sulco de plantio para cada tratamento. O volume
médio de calda utilizado foi de 250 litros por hectare, proporcionando pulverizacéo
uniforme.

O controle dos insetos-praga foi realizado durante todo o experimento em todos
os tratamentos; os inseticidas foram aplicados em todos os tratamentos, sendo
utilizados clorantraniliprole (200 g/L) e oxima metilcarbamato (metomil) (215 g/L) na

dosagem de 0,6 mL e 1,6 mL/L, respectivamente.

2.5 Determinacéo da concentracdo de Aflatoxina B1 em amendoim

As analises de aflatoxinas foram realizadas na COPLANA: Cooperativa
Agroindustrial, Jaboticabal, SP, Brasil. 50 g de amendoim sem casca de cada
tratamento foram moidos em um moinho para preparacdo da amostra. As
subamostras foram entdo armazenadas a -32°C em um freezer até a andlise.

As solucbes de estoque, intermediario e padrao de trabalho de AFB1 foram
realizadas utilizando o método de Stroka et al. (2014). Uma solucéo padréo AFB1 (10
g/mL), a concentracdo foi medida usando um espectrofotdbmetro UV. Usando este
padrdo, padrdes operacionais para AFB1 foram produzidos para analise de HPLC
(Stroka et al., 2014).

Os métodos usados para extrair AFB1 das amostras e as condicbes
cromatograficas foram baseados no método oficial AOAC 999.07 com algumas
pequenas modificacdes (Stroka et al., 2014).

Resumindo: 50 gramas de amostras contendo amendoim foram agitadas por
30 minutos em 300 mL de solvente metanol: H20 (80:20 v/v). O amendoim também
continha 100 mL de n-hexano. Apés a filtracdo, 20 mL do filtrado foram diluidos com
130 mL de agua deionizada e passados por um filtro de microfibra de vidro. Os 75 mL
restantes do filtrado foram utilizados para limpeza adicional em uma coluna de teste
Afla IAC.

Apés a coluna ter sido pré-condicionada com 10 mL de solugdo salina

tamponada com fosfato (2 a 3 mL/min), 75 mL do extrato da amostra diluida foram
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passados pela coluna de teste Afla a 2 a 3 mL por minuto. A coluna foi entédo lavada
com 15 mL de agua. 0,5 mL de metanol de grau HPLC foi usado para eluir AFB1 da
coluna e mais 0,75 mL do mesmo solvente foi adicionado um minuto depois. 100
microlitros da solucao foram injetados no HPLC apds 3mLde 4gua para HPLC terem
sido adicionados ao eluente.

Todos os componentes foram separados usando um sistema de HPLC com
um detector de fluorescéncia em uma coluna monolitica (100 4,6 mm). A fase movel
foi composta por agua: metanol a uma vazéo de 1,2 mL/min (55:45, v/v). O detector
de fluorescéncia trabalhou a 365 nm para excitacao e 435 nm para emissao.

Para derivatizacado pés-coluna, Perbrometo de Bromidrato de Piridinio (PBPB)
foi utilizado a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. Todos os reagentes utilizados foram
de grau analitico. Os solventes usados para os experimentos eram de grau HPLC ou

analitico.

2.6 Colonizacao de fungos nas plantas de amendoim

Plantas de amendoim inoculadas com tratamentos fungicos foram lavadas inteiras
em agua destilada para remover a sujeira superficial nas raizes 30 dias apos a
semeadura. Posteriormente, as raizes foram cortadas com tesoura em fragmentos.

Para cada tratamento foram sorteadas 5 plantas, totalizando 60 fragmentos de
plantas por tratamento (raizes). Essas amostras foram desinfestadas superficialmente por
imersdo consecutiva em Etanol 75% por 1 minuto, Hipoclorito de Sédio 1% (NaOCI) por 3
minutos e etanol 75% por 1 minuto novamente, enxaguadas trés vezes em agua destilada
estéril e secas em papel de filtro estéril. A eficacia da esterilizacdo foi confirmada por
plagueamento de 100 pl da dltima agua de enxague em meio BDA, e a auséncia de
crescimento de fungos ou bactérias foi considerada indicativa de que a técnica de foi bem-
sucedida (Parsa et al., 2013), e cada secéo de raiz foi colocada em Placas com meio BDA
antes e depois da esterilizacao (Greenfield et al., 2016).

O meio TSM adaptado descrito por Askew e Laing (1993) foi entdo colocado
individualmente em placas de Petri (90 x 15 mm), o meio consistia em: BDA (todas as
guantidades sao por litro) 0,2 g de MgS0O4 - 7H20, 0,9 g de K2HPO4, 1,0 g de NH4NO3,
0,15 g de KClI, 0,15 g de Cristal Violeta em 950 ml de agua destilada, que foi autoclavado
a 121°C por 15 min.
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Os ingredientes antimicrobianos e fungicidas (todas as quantidades s&o por litro)
foram 0,25 g de Cloranfenicol, 9,0 ml de solucéo estoque de Estreptomicina (1% peso/vol),
0,5 g/L de Dodine (65%), 0,1 g/L de Cicloheximida e 1,2 ml de Propamocarb (772 g de
ingrediente ativo por litro). As placas de Petri foram incubadas no escuro a 24°C por 15
dias.

A presenca de microrganismos nos tecidos vegetais foi confirmada observando-se
o crescimento das colbnias de cada espécie fungica no meio de cultura e observando-se
as estruturas reprodutivas ao microscopio optico (visualizacdo morfolégica), de acordo
com as chaves taxondmicas descritas por Gams e Bissett (2002) e McClenny (2005).

A frequéncia de colonizacdo foi estimada como o numero de fragmentos
colonizados por microrganismos em relacao ao namero total de fragmentos de plantas e

expressa em porcentagem.

2.6 Andlise estatistica

Todos os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via
com um nivel de significancia de p-valor < 0,05 para investigar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre as médias de tratamento.

Em todos os ensaios, a significancia estatistica foi determinada usando o teste
post-hoc Scott-Knott para realizar comparagcdes pareadas de médias em um nivel de
significancia de valor p < 0,05 e depois agrupadas de acordo.

Para realizar esta analise, foi utilizado a funcdo "SK" do pacote "ScottKnott"
(Jelihovschi et al., 2014), que é implementado no software estatistico R (R Core Team,
2020). As representacfes graficas foram geradas usando o pacote R "ggplot2"
(Wickham, 2016).
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3. RESULTADOS

3.1 Inibicdo do crescimento de Sclerotium rolfsii, Aspergillus flavus e
Aspergillus niger em antagonismo in vitro com cepas de Trichoderma pela
técnica de culturas pareadas

Foi comparado o potencial antagonista de diferentes cepas de Trichoderma em
cultivo pareado contra S. rolfsii, A. flavus e A. niger em testes de antagonismo em
placas de Petri. Contra S. rolfsii, a cepa mais efetiva foi T. harzianum USP19 com
77,43% de inibicdo, seguida de Trichoderma sp. JAB 03 e Trichoderma sp. JAB 02
com 75,41% e 75,38% de inibicdo, respectivamente (Tabela 2). As cepas menos
efetivas foram T. gamsii 0044 e T. tawa 149 com cerca de 60% de inibig&o.

No controle do fungo A. flavus, T. harzianum USP19 mais uma vez exibiu o
desempenho mais robusto, demonstrando uma taxa de inibicdo de 93,33%.
Enquaanto o Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp. JAB 03 mantiveram alta
efetividade com aproximadamente 90% de inibicdo (Tabela 2). Notavelmente, a cepa
T. gamsii 0044 foi a menos efetiva, com uma taxa de inibicdo de 52,31% (Tabela 2).

Em relacdo ao fungo A. niger, o Trichoderma sp. JAB 02 e o T. harzianum
USP19 mostraram efeitos antagonistas superiores com taxas de inibicdo acima de
89%, seguidos por Trichoderma sp. JAB 03. As cepas menos efetivas foram T. tawa
149 e T. gamsii 0044, com taxas de inibigdo em torno de 57% (Tabela 2).

Em resumo, T. harzianum USP19, Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp.
JAB 03 consistentemente mostraram um potencial antagonista superior contra os trés
fitopatdogenos. T. gamsii 0044 e T. tawa 149 foram geralmente as cepas menos
efetivas em todos os casos.
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Tabela 2. Eficacia do antagonismo in vitro de cepas de Trichoderma em cultivo

pareado com S. rolfsii, A. flavus e A. niger.

Isolado Trichoderma

Porcentagem de Inibicdo (%)*

Sclerotium rolfsii

Aspergillus flavus

Aspergillus niger

T. koningii 358

T. koningiopsis 810
Trichoderma sp. JAB 01
Trichoderma sp. JAB 03
Trichoderma sp. JAB 02
T. harzianum USP19

T. reesei 1162

T. gamsii 0044

T. tawal49

T. harzianum 1718

70.77 (+1.54) ¢
71.28 (+0.89) ¢
74.87 (+0.88) b
75.38 (+1.54) ab
75.41(+1.54) ab
77.43 (+1.78) a
61.03 (+1.78) d
60.00 (+1.54) de
57.95 (+0.89) e
71.30 (+ 0.89) ¢

80.51 (+0.89) d
82.57 (+1.78) d
86.15 (+1.54) ¢
94.26 (+0.89) a
90.34 (+0.89) b
93.33 (x1.77) a
68.72 (+0.89) e
52.31 (+1.54) g
63.59 (+1.78) f
63.65 (+1.78) f

69.74 (+0.89) ¢
72.31 (+3.08) ¢
86.15 (+1.54) b
92.31 (+1.54) a
85.94(x1.54) b
89.74 (+2.35) a
57.95 (+1.78) d
56.92 (+1.54) de
54.36 (+0.88) e
57.91 (+ 1.78) d

IMédia + SD de 3 replicacoes.

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de

Scott-Knott a 5%.

Além da inibicdo do crescimento micelial fungico, todas as cepas de

Trichoderma causaram descoloracéo dos micélios de Sclerotium, que mudaram para

uma coloracdo amarronzada quando em contato aos micélios do Trichoderma nas

placas de ensaio in vitro (Figura 1).
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Control —A. flavus

T. Harzianum USP19
X
A. flavus

Trichoderma sp. JAB 03
X
A. flavus

Trichoderma sp. JAB 02
X

A. flavus

| Control —A. niger

T. Harzianum USP19

X
A. niger

Trichoderma sp. JAB 03
X

A. niger

Trichoderma sp. JAB 02
X

A. niger
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| Control - S. sclerotium | T. Harzianum USP19
X

S. sclerotium

Trichoderma sp. JAB 03 Trichoderma sp. JAB 02

X X
S. sclerotium S. sclerotium

Figura 1. Antagonismo in vitro de cepas de Trichoderma em cultivo pareado com S. rolfsii, A.
flavus e A. niger.

3.2 Concentracao de Aflatoxina B1 no amendoim

Os resultados da primeira avaliacédo revelaram uma variacdo significativa nas
concentragbes de aflatoxina. A amostra controle exibiu um nivel moderado de
aflatoxinas (7,95 pg/kg) (Tabela 3). As cepas de Trichoderma, especificamente
Trichoderma sp. USP 19 e Trichoderma sp. JAB 03, mostraram resultados
promissores, reduzindo o nivel de aflatoxina para 5,275 pg/kg e menos de 2 ug/kg

comparado ao controle, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Quantidade de aflatoxina B1 presente nas amostras de cada tratamento na

primeira e segunda avaliacdes.

Experimento 1

Tratamentos Aflatoxinas B1 (ug/kg)
Controle 7.95d
Trichoderma sp. JAB 02 5.275b
Trichoderma sp. JAB 03 (<2)'a
T. harzianum USP 19 (<2) a
Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus 13.375f
Trichoderma sp. JAB 03 + A. flavus 10.025 e
T. harzianum USP 19 + A. flavus 9.525e
A. flavus 20.975¢
Fungicidas + A. flavus 13.825 f
Fungicidas 6.6 C
Média 8.75
CV (%) 10.17
Experimento 2
Controle 8.025c
Trichoderma sp. JAB 02 6.05b
Trichoderma sp. JAB 03 (<2)ta
T. harzianum USP 19 (<2) a
Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus 14.425 e
Trichoderma sp. JAB 03 + A. flavus 10.375d
T. harzianum USP 19 + A. flavus 9.975d
A. flavus 21.575f
Fungicidas + A. flavus 1455 e
Fungicidas 7.375¢
Média 9.23
CV (%) 6.56

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05);

CV (%): Coeficiente de variagéo; 1(<2): menos de 2 ug/kg

Da mesma forma, T. harzianum USP 19 reduziu efetivamente as concentracdes
de aflatoxina para menos de 2 pg/kg. No entanto, a aplicacdo de A. flavus junto com
essas cepas de Trichoderma resultou em um aumento nos niveis de aflatoxina em
comparacao com o uso isolado de Trichoderma. Especificamente, Trichoderma sp.
JAB 02, Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19, quando usados com A.
flavus, resultaram em niveis de aflatoxina de 13,375 pg/kg, 10,025 pg/kg e 9,525
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ug/kg, respectivamente (Tabela 3).

O maior nivel de aflatoxinas (20,975 ug/kg) foi observado quando A. flavus foi
utilizado sem nenhum agente de controle bioldgico. Os fungicidas sozinhos resultaram
em um nivel menor de aflatoxinas (6,6 pg/kg) em comparacdo com o controle,
enquanto em combinacdo com A. flavus, eles apresentaram uma concentracéo
relativamente alta de 13,825 ug/kg (Tabela 3).

Em concluséo, os tratamentos mais eficazes para a reducéo de aflatoxina foram
Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 sem A. flavus. Esses achados
sugerem que certas cepas de Trichoderma podem atuar como potentes agentes de
controle bioldgico na agricultura para reduzir os niveis de aflatoxina.

Para a segunda avaliacao, os resultados indicaram uma diferenca notavel nos
niveis de aflatoxina entre os tratamentos. A amostra controle exibiu um nivel
relativamente elevado de aflatoxinas (8,025 pg/kg) (Tabela 3). O uso de diferentes
cepas de Trichoderma, especificamente Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp.
JAB 03, reduziu significativamente as concentragdes de aflatoxina para 6,05 pg/kg e
menos de 2 pug/kg, respectivamente. T. harzianum USP 19 também se mostrou eficaz,
diminuindo as concentracfes de aflatoxina para menos de 2 pg/kg (Tabela 3).

Curiosamente, a aplicacéo de A. flavus junto com essas cepas de Trichoderma
levou a um aumento na concentracao de aflatoxina em comparagédo com o0 uso apenas
das cepas de Trichoderma. Em particular, o0 uso combinado de Trichoderma sp. JAB
02, Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 com A. flavus resultou em niveis
de aflatoxina de 14,425 pg/kg, 10,375 pg/kg e 9,975 ug/kg, respectivamente (Tabela
3).

O maior nivel de aflatoxina foi observado quando A. flavus foi aplicado sem
nenhum agente de controle biolégico (21,575 pg/kg). O uso de fungicidas sozinho
resultou em um nivel reduzido de aflatoxina (7,375 pg/kg) em comparagdo com a
amostra controle, enquanto a aplicacdo combinada com A. flavus levou a uma
concentracéo elevada de 14,55 ug/kg (Tabela 3).

Em resumo, os tratamentos mais eficazes para a reducéo de aflatoxina foram

Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 sem A. flavus.
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3.3 Produtividade do amendoim

Foram investigados os efeitos de diferentes tratamentos na producéo de graos
de amendoim, medida em kg por hectare (kg/ha). Os tratamentos envolveram diversas
cepas de Trichoderma e fungicidas, aplicados sozinhos e em conjunto com o fungo A.
flavus.

No primeiro experimento, o0 grupo controle apresentou uma producéo de gréos
de 2388,89 kg/ha (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da producdo de amendoim na primeira e segunda avaliacdes.

Primeiro Experimento

Produtividade Peso de 100
Tratamentos sementes
(kg/ha)
(9)
Controle 2388.89d 73,00 b
Trichoderma sp. JAB 02 2847.22 c 75,50 a
Trichoderma sp. JAB 03 3000.00 c 76,80 a
T. harzianum USP 19 3055.56 ¢ 76,93 a
Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus 2402.78d 72,93 Db
Trichoderma sp. JAB 03 + A. flavus 2500.00d 73,43 b
T. harzianum USP 19 + A. flavus 2569.44 d 73,75b
A. flavus 1944.44 f 70,18 c
Fungicidas + A. flavus 3819.44 b 72,45 Db
Fungicidas 4375.00 a 76,08 a
Média 2890.27 74.1
CV (%) 4.45 1.25
Segundo Experimento

Controle 2340,28 e 72,00 b
Trichoderma sp. JAB 02 2673,61d 74,60 a
Trichoderma sp. JAB 03 2951,39 ¢ 75,84 a
T. harzianum USP 19 2986,11 c 75,93 a
Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus 2302,08 e 71,73 b
Trichoderma sp. JAB 03 + A. flavus 2402,78 e 72,26 b
T. harzianum USP 19 + A. flavus 2465,28 e 72,25 Db
A. flavus 1843,75 f 69,10 c
Fungicidas + A. flavus 3538,19 b 71,15 Db
Fungicidas 4027,78 a 75,81 a
Média 2753.13 72.99
CV (%) 4.76 1.36

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p>0,05);

CV (%): Coeficiente de variagédo
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A utilizacdo das cepas Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp. JAB 03
resultou em maior rendimento, com 2847,22 kg/ha e 3000,00 kg/ha, respectivamente
(Tabela 4). Também foi observado um aumento leve com a aplicacéo de T. harzianum
USP 19, produzindo 3055,56 kg/ha (Tabela 4).

Por outro lado, a adigéo de A. flavus a essas cepas de Trichoderma no primeiro
experimento resultou em um rendimento semelhante ou ligeiramente acima do
controle: Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19
com A. flavus resultaram em rendimentos de 2402,78 kg/ha, 2500,00 kg/ha e 2569,44
kg/ha, respectivamente (Tabela 4).

No primeiro experimento, a aplicacdo de A. flavus sozinho resultou no menor
rendimento entre todos os tratamentos, com 1944,44 kg/ha (Tabela 4). No entanto, o
uso de fungicidas, sozinhos ou combinados com A. flavus, levou aos maiores
rendimentos, com 4375,00 kg/ha e 3819,44 kg/ha, respectivamente (Tabela 4). O
tratamento controle resultou em um peso médio de sementes de 73,00 g no primeiro
experimento. A aplicacdo de Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp. JAB 03
resultou em pesos de 75,50 g e 76,80 g, respectivamente. T. harzianum USP 19
resultou em um peso ligeiramente maior de 76,93 g (Tabela 4).

A combinacéo de A. flavus com Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB
03 e T. harzianum USP 19 no primeiro experimento resultou em pesos de sementes
de 72,93 g, 73,43 g e 73,75 g, respectivamente (Tabela 4).

A aplicagdo de A. flavus sozinho resultou no menor peso de sementes de 70,18
g. No entanto, o uso de fungicidas no primeiro experimento, tanto sozinhos quanto
combinados com A. flavus, resultou em pesos maiores de 76,08 g e 74,10 g,
respectivamente (Tabela 4).

Em resumo, a aplicacdo das cepas de Trichoderma JAB 02, JAB 03 e T.
harzianum USP 19, assim como o uso de fungicidas sozinhos ou em combinagao com
A. flavus, resultaram nos maiores pesos de sementes no primeiro experimento. Por
outro lado, a aplicacéo de A. flavus, seja sozinho ou combinado com as cepas de
Trichoderma, resultou em pesos de sementes menores.

No segundo experimento, o tratamento controle resultou em uma producao de

graos de 2340,28 kg/ha. A utilizacado de Trichoderma sp. JAB 02 e Trichoderma sp.
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JAB 03 levou a um aumento no rendimento, com 2673,61 kg/ha e 2951,39 kg/ha,
respectivamente (Tabela 4). Foi observado um rendimento ligeiramente maior quando
T. harzianum USP 19 foi utilizado, com uma producéo de 2986,11 kg/ha (Tabela 4).

A combinacéo de A. flavus com Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB
03 e T. harzianum USP 19 resultou em producdes de graos de 2302,08 kg/ha, 2402,78
kg/ha e 2465,28 kg/ha, respectivamente (Tabela 4).

O menor rendimento foi observado quando A. flavus foi aplicado isoladamente,
resultando em 1843,75 kg/ha. Em contraste, o uso de fungicidas, tanto sozinhos
guanto combinados com A. flavus, resultou em rendimentos mais altos, com 4027,78
kg/ha e 3538,19 kg/ha, respectivamente (Tabela 4).

Em resumo, a aplicacédo de fungicidas, sozinhos ou em combinagdo com A.
flavus, resultou nos maiores rendimentos de gréos, em médias de 45% superior ao
controle. Enquanto isso, a aplicacdo de Trichoderma melhorou o rendimento em
meédia de 25% em relacdo ao controle.

No segundo experimento, os tratamentos com Trichoderma sp. JAB 02,
Trichoderma sp. JAB 03, T. harzianum USP 19 e fungicidas sem a presenca de A.
flavus mostraram a maior eficicia, levando aos pesos de sementes mais elevados
(74,60 g - 75,93 g). Esses tratamentos foram estatisticamente superiores aos demais
(Tabela 4).

Os tratamentos envolvendo Trichoderma sp. (JAB 02 e JAB 03), T. harzianum
USP 19 combinado com A. flavus, o controle e fungicidas combinados com A. flavus
tiveram pesos de sementes variando de 71,15 g a 72,26 g no segundo experimento
(Tabela 4). O tratamento menos eficaz no segundo experimento foi A. flavus sozinho,
que resultou no menor peso de sementes de 69,10 g (Tabela 4). Isso foi
significativamente menor em compara¢ao com 0s outros grupos de tratamentos. No
geral, os resultados sugerem que Trichoderma sp. ou fungicidas usados sozinhos,
sem a presencga de A. flavus, contribuem para maiores pesos de sementes, enquanto

a presenca de A. flavus diminui o peso das sementes.



170

3.4 Colonizacdo endofiticas em raizes de amendoim por Aspergillus,
Trichoderma e outros microrganismos

Os resultados mostram as porcentagens de ocorréncia de VArios
microrganismos em fragmentos de raizes de plantas de amendoim 30 dias apos a
inoculacdo em diferentes condi¢ces de tratamento (Tabela 5).

Para Trichoderma sp., nenhuma ocorréncia foi observada nos tratamentos
controle, A. flavus, Fungicidas + A. flavus e somente fungicidas. As taxas de
ocorréncia mais altas foram encontradas nos tratamentos envolvendo Trichoderma
sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 (30%), e taxas mais baixas para os tratamentos
combinados Trichoderma sp. JAB 02, JAB 03 e T. harzianum USP 19 com A. flavus
(10-20%) (Tabela 5).

Aspergillus sp. teve a maior ocorréncia no tratamento A. flavus (60%), e o
controle mostrou uma taxa de ocorréncia de 40% (Figura a e b) (Tabela 5). Todos os
outros tratamentos exibiram uma ocorréncia de 10-40% (Tabela 5).

Para outros microrganismos, a maior ocorréncia foi observada no controle
(50%). Outros tratamentos apresentaram uma taxa de ocorréncia variando de 20 a
40% (Tabela 5).

Em geral, a presenca das cepas de Trichoderma parece reduzir a ocorréncia
de Aspergillus sp. Além disso, os tratamentos envolvendo Trichoderma sp. JAB 03 e
T. harzianum USP 19 mostraram maiores taxas de colonizacdo por Trichoderma sp.
em comparacdo com os demais. Foi possivel observar a colonizacdo endofitica ou

nao de Aspergillus nas plantas e sementes de amendoim (Figura 2).



171

Tabela 5. Ocorréncia (%) de microrganismos em fragmentos de raizes de plantas de
amendoim aos 30 dias apos a inoculacéo.

Ocorréncia %

Tratamentos Outros
Trichoderma sp.  Aspergillus sp.  microrganismos
Controle 0 40 50
Trichoderma sp. JAB 02 10 20 30
Trichoderma sp. JAB 03 30 10 20
T. harzianum USP 19 30 10 20
Trichoderma sp. JAB 02 + A. flavus 10 30 30
Trichoderma sp. JAB 03 + A. flavus 10 30 30
T. harzianum USP 19 + A. flavus 20 30 30
A. flavus 0 60 40
Fungicidas + A. flavus 0 40 30
Fungicidas 0 30 40

Foi possivel observar a colonizacdo endofitica de Aspergillus nas plantas e

sementes de amendoim conforme destacado na Figura 2.
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Figura 2. A) e (B) placas de petri com fragmentos de plantas de amendoim,
demonstrando o fungo endofitico A. flavus com esporulacao externa. (C) colonizacéo
por A. flavus em semente de amendoim, indicando o fungo na seta vermelha. (D)
colonizacdo por A. flavus em plantas de amendoim retiradas do campo, indicando o

fungo pelas setas vermelhas.

4. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o impacto de varios tratamentos nos niveis de
aflatoxina em amendoins, focando no uso de diferentes cepas de Trichoderma e
fungicidas, tanto em combinac¢ao quanto sem o fungo produtor de aflatoxina A. flavus.

O Trichoderma spp. é eficaz na reducdo da contaminacéo por aflatoxina em
varias culturas, incluindo amendoins (Anjaiah et al., 2006; Bagwan, 2011; Chiuraise,
2015; Kifle, 2016); arroz (Reddy et al., 2009); e milho doce (Sivparsad and Laing,
2016). O presente estudo descobriu que a pulverizacao prée-colheita de amendoins
com cepas de Trichoderma reduziu drasticamente A. flavus em condi¢cdes de campo,
concentracéo de aflatoxina e infeccao.

Os resultados dos ensaios de cultura dupla in vitro e micoparasitismo sugerem
gue o micoparasitismo e a antibiose sao 0s provaveis mecanismos responsaveis pela

inibicdo do crescimento de A. flavus. O Trichoderma € antagonista do A. flavus se
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houver uma alta incidéncia de supressédo em placas de cultura dupla. Essa atividade
antifangica significativa pode ter vindo do préprio Trichoderma ou de substancias
liberadas pelo fungo. Esse mecanismo de antibiose também foi documentado em
outras pesquisas que mostraram que as cepas de Trichoderma tém efeitos
antagonistas sobre o crescimento de A. flavus e de Fusarium spp. micotoxigénicos
(Chiuraise et al., 2015; Joo et al., 2015).

De acordo com Schuster e Schmoll (2010) e Sivasithamparam e Ghisalberti
(1998), cepas de Trichoderma tém sido encontradas que produzem um maior nimero
de metabdlitos com atividade antibiotica, como poliquetideos, pironas, terpenos,
metabalitos derivados de aminoacidos e polipeptideos, para sobreviver e competir em
seu nicho ecoldgico.

Outro mecanismo potencial de acao usado pelo Trichoderma para evitar o
crescimento de A. flavus foi o micoparasitismo, de acordo com pesquisas
ultraestruturais publicadas por Kifle et al. (2016) e Sivparsad and Laing (2016), as hifas
de Trichoderma enrolam-se em torno das hifas de A. flavus. Essa acdo de
enrolamento torna possivel tanto a entrada do T. harzianum no limen do A. flavus
parasitado quanto a subsequente assimilacdo do contetudo da célula (Chiuraise et al.,
2015). O Trichoderma spp. usa um mecanismo de micoparasitismo bem documentado
gue foi demonstrado em varios patdgenos (Huang and Kokko, 1993; Chiuraise et al.,
2015; Omarjee, 2002; Yobo et al., 2004).

Ren et al. (2022) investigaram a acao inibitoria de 20 isolados de Trichoderma
antagonistas contra o isolado aflatoxigénico A. flavus e sua eficacia na reducédo da
formacdo de aflatoxina in vitro. Os resultados revelaram que oito dos 20 isolados
inibiram significativamente o crescimento das colonias de Af-9, com 14 isolados
reduzindo significativamente o teor de aflatoxina B1 (AfB1). No entanto, a inibicdo do
crescimento de Af-9 e a reducdo do AfB1 n&do estavam necessariamente
correlacionadas, sugerindo que a reducdo do teor de AfB1l por essas cepas de
Trichoderma pode estar baseada em outros mecanismos, como degradacéo
enzimatica ou complexacao.

Outro estudo realizado por Yue et al. (2022) investigou a capacidade de varias
cepas de Trichoderma em degradar aflatoxinas prejudiciais, especificamente
aflatoxina B1 (AFB1). De 65 isolados, T. reesei CGMCC3.5218 provou ser 0 mais
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eficaz, degradando 100% de uma baixa concentracdo de AFB1 em 3 dias e 87,6% de
uma alta concentracdo em 5 dias. Ele degradou mais de 85% das aflatoxinas em
amendoins, milho e racgédo artificial e naturalmente contaminados em sete dias. Dini et
al. (2022) também exploraram o potencial da cepa T. afroharzianum T22 e suas
exoenzimas na degradacédo de micotoxinas prejudiciais, especificamente a Aflatoxina
B1 (AFB1) e a Ocratoxina A (OTA). A maior atividade de degradacdo de AFB1 e OTA
foi obtida quando cogumelos liofilizados e fibra bruta foram usados como substrato.
Essa capacidade de reduzir micotoxinas pode ser atribuida as enzimas peroxidase
produzidas pela cepa T. afroharzianum T22.

No estudo aqui realizado as amostras de controle exibiram niveis moderados
de aflatoxinas (7,95 pg/kg e 8,025 ug/kg) para ambas as avaliagbes em campo. A
deteccdo de aflatoxina nas sementes de controle ndo inoculadas pode ser devida a
presenca de A. flavus ou A. parasiticus, que sdo regularmente encontrados no solo.
De acordo com Starr and Selim (2008), as cepas de Aspergillus sdo amplamente
encontradas em campos agricolas e solos e podem ser a principal fonte de in6culo
para colonizar culturas.

As cepas T. harzianum USP 19 e Trichoderma sp. JAB 03 reduziram
significativamente as concentracdes de aflatoxina em ambas as avaliacdes. esses
tratamentos consistentemente reduziram o nivel de aflatoxina para menos de 2 pg/kg
em ambas as avaliagdes. No entanto, a combinacgao de A. flavus com essas cepas de
Trichoderma aumentou a concentracao de aflatoxina. Especificamente, a adi¢cao de A.
flavus ao Trichoderma sp. JAB 02, Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19
resultou em niveis de aflatoxina mais altos do que quando as cepas de Trichoderma
foram usadas isoladamente.

Demonstrando a baixa eficacia do fungicida no controle de Aspergillus em uma
situacdo de campo. A aplicacdo de A. flavus sem nenhum agente de controle biolégico
levou aos maiores niveis de aflatoxina. O uso de fungicidas isoladamente resultou em
niveis de aflatoxina semelhantes ao controle em ambas as avaliagdes.

Em conclusdo, em ambas as avaliacdes, o Trichoderma sp. JAB 03 e o T.
harzianum USP 19, com ou sem A. flavus, se mostraram consistentemente 0os mais
eficazes para a reducao de aflatoxina. Esses resultados destacam o potencial de

certas cepas de Trichoderma como agentes de controle biologico para o controle dos
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niveis de aflatoxina em amendoins. De acordo com Anjaiah et al. (2006), o
Trichoderma spp. usados como tratamento de sementes ajudou a reduzir a infec¢ao
por A. flavus em sementes de amendoim e a inibir a infecgéo por A. flavus na zona
das vagens.

Resultados semelhantes foram demonstrados por Kifle et al. (2016) no controle
da infeccéo pré-colheita de amendoins por A. flavus com a cepa T. harzianum kd (Tkd)
no campo. As sementes de amendoim tratadas com (Tkd) demonstraram a
capacidade de parasitar A. flavus. Os niveis de aflatoxina nas plantas de controle
foram significativamente maiores do que nas plantas tratadas com Tkd. O rendimento
das plantas tratadas com Tkd foi de 35 a 49% maior do que nas plantas de controle.
Outro estudo de Sivparsad and Laing (2016) investigou a eficacia da cepa T.
harzianum T77 no controle de A. flavus em milho doce. Eles aplicaram o T. harzianum
como tratamento de pulverizacdo pré-colheita nas sedas do milho doce em varios
intervalos. Os resultados mostraram uma diminuicao significativa da infeccdo por A.
flavus e da contaminacdo por aflatoxina apés os tratamentos de pulverizacdo nas
sedas com T77 em 10 e 12 dias ap6s a polinizacao.

No presente estudo, o crescimento do micélio de Trichoderma, Aspergillus e
outros microrganismos a partir de raizes esterilizadas de amendoins cultivados em
placas de Petri indica colonizacao endofitica dos espacos intercelulares nas raizes de
amendoim por esses fungos. Isso mostra que os amendoins sdo um hospedeiro
compativel do Trichoderma, atuando como um enddfitico.

Horn (2006) relatou a relacdo entre a densidade de varias espécies de
Aspergillus no solo e a incidéncia de colonizacdo das sementes de amendoim em
condi¢cbes controladas de laboratério. As sementes de amendoim foram inoculadas
em 20 solos diferentes que variavam em composicao e densidade de espécies de
Aspergillus, e depois incubadas por duas semanas. A pesquisa descobriu que a
densidade do solo de espécies individuais da secdo Flavi afetou a incidéncia da
colonizagcédo das sementes. Apesar de alguns solos apresentarem altas densidades
de espécies, 0 aumento exponencial da colonizacdo das sementes por espécies da
secdo Flavi muitas vezes atingia o maximo bem abaixo de 100%, possivelmente
devido a competicdo entre as espécies.

Outros géneros fungicos s6 puderam invadir sementes de amendoim quando
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as densidades do solo de espécies das secOes Flavi e Nigri eram baixas. Os
resultados sugerem que a densidade do solo de espécies de Aspergillus desempenha
um papel crucial na colonizag&o das sementes de amendoim. Outros géneros fangicos
foram descritos como colonizadores de plantas de amendoim, como Penicillium,
Fusarium e Clonostachys (Horn, 2005). A colonizac&o endofitica por Aspergillus ndo
causa sintomas visiveis na planta de amendoim, tornando o controle dessa infeccao
um desafio.

Esta pesquisa também examinou os efeitos na producdo de amendoim em
vagens. Em resumo, em ambas as avaliacdes, o uso de fungicidas resultou nas
maiores produc¢des, enquanto o A. flavus sozinho resultou nas menores producdes.
Cepas especificas de Trichoderma demonstraram propriedades de aumento da
produgdo, mas sua combinagdo com A. flavus ndo melhorou significativamente a
producdo em relacdo ao controle.

Esses resultados destacam os beneficios potenciais de fungicidas e cepas de
Trichoderma para melhorar o rendimento das culturas e a necessidade de
gerenciamento cuidadoso quando o A. flavus esta presente. Os melhores resultados
de producdo nos tratamentos com fungicidas podem estar correlacionados com o
controle de outras doencas foliares do amendoim, que causam grande reducéo no
rendimento.

Na primeira avaliagdo, na safra de 2021, foram observadas precipitacdes
acumuladas de 888 mm, enquanto na safra de 2022, a precipitagéo foi de 1324 mm.
Com base nesses dados, foram observados sintomas graves de cercosporioses,
verrugose e outras doencas em ambas as avaliacbes, mas na safra de 2022, a
severidade das doencas foi superior (dados nao publicados).

Esses resultados podem estar relacionados com a grande quantidade de chuva
na safra de 2022 e, consequentemente, maiores niveis de umidade relativa, o que
favoreceu o desenvolvimento das doencas foliares. De acordo com March and
Marinelli (1998), a medida que a temperatura aumenta, também aumenta a taxa de
desenvolvimento dessas doencas. Periodos de cinco ou mais horas com umidade
relativa superior a 95% e temperatura minima acima de 16 °C sédo ideais para

epidemias de doencas foliares.
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5. CONCLUSAO

Este estudo revelou que cepas especificas do fungo Trichoderma, como JAB
03 e USP 19, reduziram significativamente os niveis de aflatoxina em grdos de
amendoim. Quando aplicados isoladamente, esses Trichodermas foram mais eficazes
na reducao de aflatoxinas do que fungicidas ou combina¢cdes de ambos. Embora os
fungicidas tenham proporcionado um melhor controle de doengas foliares, eles n&o
reduziram as aflatoxinas como o Trichoderma fez. As cepas de Trichoderma também
aumentaram a produtividade em relacdo ao controle, mas esse beneficio ndo se

manifestou quando combinadas com A. flavus.
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CAPITULO V - Consideracdes finais

A producdo de amendoim no Brasil desempenha um papel crucial tanto no
mercado interno quanto no internacional. No entanto, ela é fortemente impactada por
inUmeras doencas e infestacdes de insetos pragas. O método primario para controlar
esses problemas tem sido tradicionalmente o uso de agroquimicos, como fungicidas
e inseticidas. Embora essas substancias possam mitigar efetivamente os danos no
amendoim, seu uso excessivo pode ter consequéncias preocupantes.

O uso excessivo de agroquimicos pode levar ao desenvolvimento de cepas
resistentes de doencas e pragas, prejudicando a biodiversidade ao matar organismos
nao alvo e insetos benéficos. Além disso, eles podem contaminar o solo, a 4gua e o
ar, afetando outras culturas, a fauna e potencialmente a satde humana. Residuos
desses produtos quimicos nas colheitas podem também representar problemas de
seguranca alimentar. H& claramente uma necessidade de estratégias sustentaveis e
ecologicamente corretas para o manejo de doencas, e € ai que a importancia de
pesquisas adicionais se torna evidente. Estudos que exploram agentes de controle
biolégico, como as espécies do fungo Trichoderma, podem oferecer alternativas ou
complemento viaveis aos agroquimicos, contribuindo para préaticas agricolas
sustentaveis. Essas pesquisas podem levar ao desenvolvimento de solu¢des eficazes,
ambientalmente amigaveis e econémicas, que sao cruciais para a sustentabilidade e
rentabilidade de longo prazo da producdo de amendoim no Brasil. Isso ndo apenas
apoia a economia agricola, mas também ajuda a proteger a saude ambiental e
humana.

Os fungos entomopatogénicos e Trichoderma sao ferramentas valiosas no
contexto do manejo sustentavel e ecologicamente correto de doencas e pragas na
agricultura. Os fungos entomopatogénicos sédo fungos que podem parasitar e matar
insetos. Eles oferecem uma alternativa ou complemento ecologicamente correta aos
inseticidas quimicos. Uma vez que esses fungos entram em contato com o inseto, eles
penetram em sua casca externa e eventualmente o matam, geralmente através da
producao de toxinas. Eles sdo altamente especificos para suas pragas-alvo, reduzindo

o risco de prejudicar organismos nao alvo. Além disso, eles também podem limitar o
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desenvolvimento de resisténcia a inseticidas, uma vez que empregam diversas
estratégias de infeccao, ao contrario dos inseticidas quimicos de ac&o Unica.

O Trichoderma, por outro lado, € um género de fungos que tem mostrado um
potencial significativo como agentes de controle biolégico contra varias doencas de
plantas. Eles combatem fungos nocivos por meio de diversos mecanismos, como
micoparasitismo, competicdo por nutrientes e espaco e inducdo de resisténcia
sistémica nas plantas. As espécies de Trichoderma podem ajudar a controlar uma
ampla variedade de patdgenos, reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos e
melhorar a saude e o crescimento das plantas. Em combinacdo, fungos
entomopatogénicos e Trichoderma podem fornecer uma abordagem integrada para o
manejo de pragas e doengas. Isso poderia reduzir significativamente a dependéncia
de pesticidas e fungicidas quimicos, mitigando os riscos ambientais e de saude
associados ao seu Uso excessivo.

Além disso, eles podem contribuir para a manutencdo da biodiversidade,
melhorar a saude do solo e garantir a sustentabilidade das praticas agricolas. No
entanto, mais pesquisas Sd0 necessarias para otimizar seu uso, compreender suas
interacBes com diferentes pragas, patdgenos e condi¢cdes ambientais e desenvolver
formulacbes e métodos de aplicacdo eficazes. A transferéncia adequada de
conhecimento para o0s agricultores sobre 0 uso desses agentes de controle biol6gico
também ¢é crucial para sua implementacdo bem-sucedida. Uma comunicagao
aprimorada entre pesquisadores e agricultores é essencial para desenvolver
estratégias eficazes de controle biolégico e garantir que os agricultores estejam bem
informados sobre o uso correto do produto para doencas especificas. Muitos estudos
exploraram o Trichoderma como agente de controle biolégico, mas a maioria foi
realizada em laboratério, com sua eficacia posteriormente testada no campo. A
demanda futura por esses produtos € esperada para aumentar cada vez mais.

No Capitulo IlI, foi investigado os efeitos de fungos entomopatogénicos
endofiticos inoculados em plantas de amendoim e como essas plantas afetaram duas
pragas larvais, Chrysodeixis includens e Spodoptera cosmioides. A pesquisa utilizou
nove cepas/espécies de fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizium,
Beauveria e Cordyceps, inoculadas em plantas de amendoim pelo método de “Soil-

Drench”.
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Véarios parametros foram observados durante o desenvolvimento larval,
incluindo peso larval e pupal, mortalidade, consumo de area foliar e tempo do periodo
larval. Além disso, a capacidade endofitica desses fungos em plantas de amendoim e
sua persisténcia no solo também foram investigadas. Os pesos larvais e de pupas de
C. includens e S. cosmioides foram significativamente diferentes entre os grupos de
tratamento com fungos. Insetos alimentados com plantas controle tiveram pesos
larvais e de pupas mais altos do que insetos alimentados com plantas tratadas com
os fungos.

Além disso, o periodo larval de insetos alimentados com plantas inoculadas
com fungos foi de 3 a 5 dias mais longo do que os alimentados com plantas de
controle. As taxas de mortalidade de C. includens e S. cosmioides também foram
significativamente diferentes entre os grupos de tratamento com fungos, sendo que
insetos alimentados com plantas de controle apresentaram maior sobrevivéncia do
gue os alimentados com plantas inoculadas com fungos. Em termos de persisténcia
no solo, todos os fungos Metarhizium apresentaram maior persisténcia em
comparagcdo com outros fungos, e apenas Metarhizium e B. bassiana IBCB215
emergiram da filosfera das plantas de amendoim.

No entanto, o fungo Cordyceps mostrou o pior desempenho entre 0s
tratamentos com fungos. Em geral, os resultados mostram que a presenca de fungos
entomopatogénicos endofiticos em plantas de amendoim teve efeitos negativos no
desenvolvimento de C. includens e S. cosmioides. Os melhores desempenhos foram
registrados para as cepas de Metarhizium e o fungo B. bassiana IBCB215.

Inimeras doencas fungicas prejudiciais para a cultura do amendoim, séo
geralmente controladas usando fungicidas. No entanto, o potencial do Trichoderma
para combater essas doencas, especialmente em combinacéo com fungicidas, nao foi
amplamente explorado na cultura do amendoim.

No Capitulo Ill, foi examinado a eficacia da combinag&o de Trichoderma com
dois fungicidas comumente usados, Chlorothalonil e Difenoconazole, no controle de
manchas foliares do amendoim. Apdés um teste de compatibilidade in vitro, foram
realizados dois ensaios de campo nas safras 2021 e 2022 para avaliar diferentes
cepas de Trichoderma usadas em associa¢cdo ou ndo com fungicidas. Outros fatores,

como infestacéo de tripes, custo operacional total e producédo de amendoim, também
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foram registrados. Os tratamentos com Trichoderma sp. JAB 02 + F (Fungicidas) e T.
harzianum USP 19 + F resultaram na menor severidade das doencas e na maior
produtividade de amendoim, o que demonstrou o beneficio da combinacdo de
Trichoderma com fungicidas em relagédo ao uso isolado de fungicidas. A pesquisa
enfatiza o potencial do Trichoderma como ferramenta de controle biolégico contra
doencas do amendoim e sua importancia na gestao sustentavel.

Finalmente, no Capitulo IV, esse estudo examinou intervencdes para controlar
0os niveis de aflatoxina em amendoins durante a pré-colheita, especificamente,
diferentes cepas de Trichoderma e fungicidas em combinac¢&o ou ndo com a presenca
de Aspergillus flavus, um fungo produtor de aflatoxina. Nas avaliacdes, as amostras
de controle apresentaram niveis moderados de aflatoxina, com as cepas de
Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 reduzindo substancialmente as
guantidades de aflatoxinas. Notavelmente, essas cepas de Trichoderma mantiveram
consistentemente os niveis de aflatoxina abaixo de 2 pg/kg nas duas avaliacdes. Além
disso, a combinacdo de A. flavus com essas cepas de Trichoderma, demonstraram
gue o Trichoderma foi capaz de reduzir as concentracdes de aflatoxinas mesmo na
presenca de A. flavus. A aplicacdo isolada de A. flavus, sem nenhum agente de
controle bioldgico, resultou nos maiores niveis de aflatoxina.

Os fungicidas utilizados isoladamente diminuiram os niveis de aflatoxina em
comparagcdo com o controle, e na combinacdo com A. flavus, porém os niveis de
aflatoxinas foram elevados em comparacdo aos tratamentos com Trichoderma. Em
resumo, o Trichoderma sp. JAB 03 e T. harzianum USP 19 com e sem A. flavus
demonstraram consistentemente as melhores reducdes de aflatoxinas. Esses
resultados destacam o potencial de certas cepas de Trichoderma como agentes de
controle biologico na reducédo dos niveis de aflatoxina em amendoins.

No geral, esses estudos podem contribuir significativamente para a agricultura,
destacando o potencial de agentes de controle biol6gico, como o Trichoderma e os
fungos entomopatogénicos, como alternativas ou complementos eficazes e
sustentaveis aos agroquimicos tradicionais. A pesquisa demonstra sua eficacia no
controle de pragas e doencas. Essas descobertas s&o cruciais para o
desenvolvimento de estratégias integradas do manejo de pragas e doencas na cultura

do amendoim. Portanto, elas representam importantes avancos em direcdo a



185

agricultura sustentavel, contribuindo para a preservacao da biodiversidade, satude do
solo e, em ultima instancia, da saude humana.

A necessidade de estudos de campo suplementares para confirmar esses e
outros resultados de pesquisa, incluindo a demonstracdo aos agricultores do manejo
eficaz de pragas e doencas em culturas de amendoim utilizando biolégicos, com base
em diretrizes técnicas, € viavel. Além disso, defende-se a colaboracado crucial entre
cientistas, agentes de extensdo, cooperativas, proprietarios de empresas e
agricultores, a fim de superar os obstaculos na implementacao do controle biolégico

no Manejo Integrado de Pragas e Doencas nas lavouras de amendoim.





