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RESUMO: Os fungos do género Trichoderma sdo importantes no manejo fitossanitario,
apresentando mecanismos que podem ser utilizados para o biocontrole de doencas em plantas.
Para assegurar a eficiéncia do biocontrole, ¢ importante que as condi¢des de aplicagdo garantam
o desenvolvimento e competi¢ao do antagonista. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia do pH sobre a germinac¢do dos conidios de 7richoderma harzianum. Foram
realizados ensaios para avaliar a germinagdo dos conidios do fungo sob diferentes condigdes de
pH. Para isso, foram preparadas solu¢des tampao acido citrico-fosfato de sddio com pH entre
2,6 ¢ 8,6, realizou-se a diluicdo seriada do produto comercial até a concentracio de 10°
conidios.mL™'. Em seguida, preparou-se suspensio de conidios em meio tamponado (Suspensio
tampdo + Tween 0,01%) com pH desejado, sendo mantido na suspensdo durante 4 horas.
Realizou-se também um segundo ensaio para avaliar o efeito de germinagdo dos conidios sobre
o pH de meio ndo tamponado. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e teste Tukey a 5%. Os dados de alteragdo de pH ao longo do tempo foram
submetidos a analise de regressao linear. Apos as analises, observou-se que o pH 4,6 foi aquele

que proporcionou maior germinacao do fungo, enquanto em pH alcalino o fungo apresenta
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baixa germina¢do. Houve acidificagdo do meio em decorréncia da presenca dos conidios. Os
dados indicam que o pH ¢ um fator determinante na manutengdo da atividade bioldgica do

antagonista, sobretudo o pH da calda de aplicacao.

PALAVRAS-CHAVE: antibiose; biocontrole; tecnologia de aplicagao.

Does the pH of the suspension influence the germination of Trichoderma harzianum
conidia?
Abstract: Fungi of the genus Trichoderma are important in phytosanitary management,
presenting mechanisms that can be used for the biocontrol of plant diseases. To ensure the
efficiency of biocontrol, it is important that the application conditions guarantee the
development and competition of the antagonist. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the influence of pH on the germination of Trichoderma harzianum conidia. Tests
were carried out to evaluate the germination of the fungus's conidia under different pH
conditions. For this, citric acid-sodium phosphate buffer solutions with pH between 2.6 and
8.6 were prepared, and serial dilutions of the commercial product were performed until a
concentration of 10° conidia.mL™" was reached. Then, a conidial suspension was prepared in
buffered medium (Buffer suspension + Tween 0.01%) with the desired pH, and maintained in
suspension for 4 hours. A second test was also carried out to evaluate the effect of conidial
germination on the pH of unbuffered medium. The data were subjected to Shapiro-Wilk
normality tests and Tukey's test at 5%. Data on pH change over time were subjected to linear
regression analysis. After analysis, it was observed that pH 4.6 provided the highest fungal
germination, while at alkaline pH the fungus showed low germination. Acidification of the
medium occurred due to the presence of conidia. The data indicate that pH is a determining

factor in maintaining the biological activity of the antagonist, especially the pH of the



SciELO Preprints - Este documento é um preprint e sua situagéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.14375

application solution.

Keywords: antibiosis; biocontrol; application technology

O género Trichoderma compreende fungos filamentosos habitantes do solo, que
possuem uma ampla diversidade de mecanismos de biocontrole, sendo importantes no controle
biologico (COLLINGE et al., 2022). No entanto, ainda que os fungos do género Trichoderma
possuam mecanismos para competir ou reduzir o crescimento de patogenos, sua eficacia pode
ser limitada pelas condigdes de incubagdo, armazenamento e aplicagio (BLANCO;
MENDONCA; GRAICHEN, 2022; FERREIRA; MUSUMECI, 2021).

E importante ressaltar que os fungos utilizados no biocontrole sdo organismos vivos e,
portanto, sensiveis as condigdes ambientais as quais sdo submetidos (BLANCO;
MENDONCA; GRAICHEN, 2022). Os produtos formulados comerciais brasileiros a base de
Trichoderma utilizam conidios ativos, que necessitam de condi¢des especificas para germinar.
Nesse sentido, ¢ importante que as condi¢des de incubacgao, aplicagcdo e de campo assegurem a
manutengdo de suas atividades biologicas para expressao de seus mecanismos de controle
(CORTES-ROJAS et al., 2021). Entre os fatores que sdo mais importantes para garantir a
viabilidade e a germinagao dos conidios estdo a temperatura, a radiacao ¢ o pH (MARTINEZ
etal., 2023). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do pH da suspensao sobre
a germinacao dos conidios de Trichoderma harzianum.

Foram realizados ensaios in vitro para avaliar a germinacdo dos conidios de
Trichoderma harzianum (Trichodermil®, CEPA ESALQ 1306 - Registro no MAPA 2007) sob
diferentes condi¢des de pH. Para isso, foram preparadas uma série de solugdes tampao,
misturando-se proporgdes apropriadas de 4cido citrico 0,1 M (Dinamica, anidro, 99,5%) e

fosfato de s6dio monobasico 0,2 M (Dinamica, 99%), obtendo-se os pHs 2,6; 3,6; 4,6; 5,6; 6,6;
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e 7,6, para obtencao do pH 8,6 foi realizada a mistura de proporg¢des de acido citrico 0,15 M
(Dinamica, anidro, 99,5%) e fosfato de sdédio monobasico 0,15 M (Dinamica, 99%). As
proporgdes utilizadas para obtengdo do pH 8,6 foram calculadas em separado, pois ndo eram
contempladas pelo modelo original. Para realizagdo dos experimentos, o produto comercial a
base de Trichoderma harzianum foi diluido a concentragio de 10° conidios.mL™".

Em seguida, preparou-se suspensdo de conidios em meio tamponado (Suspensdo
tampao + Tween 0,01%) com pH desejado, sendo mantidos na suspensao durante 4 horas, com
agitacdo da suspensdo a cada uma hora, para evitar sedimentagao de conidios. Apds o periodo,
depositou-se 25 pL dessa suspensdo diluida em quatro pontos diferentes nas placas de Petri
contendo meio de cultura Agar-Agua e incubados durante 20 horas a temperatura de 25+ 2°C.

Ap6s a incubagdo, a porcentagem de germinacdo foi quantificada pela contagem de
100 conidios por pontos na placa para cada pH testado nas trés placas, sendo cada uma das
placas uma repeti¢do. O conidio foi considerado germinado quando o comprimento do tubo
germinativo excedeu a metade do comprimento do conidio, como considerado para outros
(BOERSMA et al., 2020; GORTIKOV et al., 2022). O experimento foi repetido trés vezes para
confirmagao dos dados. Realizou-se também um ensaio para avaliar a variacdo do pH em fungao
do tempo com e sem presenca de conidios de 7. harzianum. Assim, foram preparadas
suspensdes de conidios ndo tamponadas, adicionando-se o formulado comercial do fungo (10°
conidios.mL™"), que foram avaliadas durante 4 horas, medindo-se o pH da suspensdo em
intervalos de 30 minutos.

O efeito do pH na reducao da germinacao dos conidios foi calculado com base na
proporcao de conidios germinados e nao germinados. Todos os ensaios foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado onde cada repeticdo contia 400 conidios por placa. Os
dados de germinagao dos conidios foram coletados e submetidos aos testes de normalidade de

Shapiro-Wilk e analise de variancias seguida de teste de Tukey a 5%. Os dados de alteragdo de



SciELO Preprints - Este documento é um preprint e sua situagéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.14375

pH ao longo do tempo foram submetidos a andlise de regressdo linear. Os testes estatisticos
foram executados com auxilio do suplemento Andlise de Dados do Microsoft Office Excel e da
plataforma RunData (ROSA; SILVA, 2020).

Ap0s as andlises, foi possivel observar efeito significativo do pH sobre a germinagdo
do fungo (Figura 1). A germinacao de conidios foi maior em pH 4,6 do que nas outras faixas,
sendo consideravelmente menor em pH proximos da neutralidade a alcalino. Em pH 3,6 os
conidios apresentaram menor germina¢do do que nos pH 2,6 e 4,6, ndo sendo possivel afirmar
que ha maior germina¢do em pH acido do que nos alcalinos. Outros trabalhos relatam redugao
de crescimento micelial em meios com pH 3,0, no entanto em pHs alcalinos as taxas de
crescimento sdo variaveis em funcdo da espécie ou do isolado de Trichoderma spp. (CABRAL-
MIRAMONTES et al., 2022; ZEHRA et al., 2017). Em Trichoderma atroviride também se
observa a impossibilidade de indicac¢do de faixas ideais, havendo comportamentos especificos
para cada pH (DARYAEI et al., 2016).

Além de fatores genéticos existem fatores ambientais que atuam no processo de
germinacdo; em fungos filamentosos, a temperatura, potencial hidrico e a concentragdo de
carboidratos tém sido reportadas como agentes limitantes para a germinagdo (HALLSWORTH;
MAGAN, 1996; POLOZSANYT et al., 2021). Todavia, ainda ha pouca informacao sobre o
efeito do pH sobre a germinagdo. Em Rhizophus delemar, a germinacao dos esporos ¢ reduzida
em pHs 4acidos ou alcalinos, sendo maior proximo a neutralidade (TURGEMAN et al., 2016).
Os autores associam a redugdo da geminacao com a redugdo da atividade de aquaporinas
mediada pelo pH do meio, mas este processo ainda necessita se elucidado para os fungos do
género Trichoderma.

Na avaliacdo dos efeitos de Trichoderma harzianum sobre o pH da suspensao, foi
possivel observar diferencas entre o pH inicial e aquele observado ao fim do experimento

(Figura 2). Houve redugao do pH inicial nas duas solugdes, indo de pH 7 para 6 apos 60 minutos
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na auséncia de conidios de 7. harzianum, mantendo-se estavel apds esse periodo. Por outro
lado, o pH da suspensdo de conidios foi acidificado de 7 a 4,5. Observou-se que, apos 180
minutos, o pH da suspensao ja estava proximo aquele em que se observou maior germinacao
no primeiro experimento. Estudos realizados com Trichoderma atroviride indicam que a
produgdo e a germinacdo de conidios dependem da faixa de pH e da capacidade do fungo em
modificar o pH do meio (DARYAEI et al., 2016).

E importante ressaltar que o efeito do biocontrole depende das condi¢des ambientais,
sobretudo em Trichoderma (DARYAEI et al., 2016). Nesse contexto, considerando que a
aplicacdo de agentes de biocontrole frequentemente ¢ realizada em caldas e com mistura em
tanque de produtos, a adequacdo do pH pode ser critico para a viabilidade dos conidios de
Trichoderma podendo reduzir o efeito do controle biologico. Mais estudos sdo necessarios para
determinar isolados ou espécies mais tolerantes as condi¢des de aplicacdes ou a adequagdo de

novas formas de aplicagdo dos agentes de controle bioldgico.
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Figura 1. Germinagdo de conidios de Trichoderma harzianum comercial em funcdo dos
diferentes pH no qual foram incubados. Médias seguidas por letras diferentes diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05). A barra de erros representa o erro padrdo. Cv:
11%.
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Figura 2. Alteragdo do pH da suspensdo ndo tamponada ao longo do tempo, com (R?%=0,93) € sem
(R?%4=0,67) adigdo de conidios Trichoderma harzianum.
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