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Resumo: O uso do controle biolégico se caracteriza como uma estratégia promissora no
manejo de doencgas de plantas. Entre os principais agentes utilizados no biocontrole estdo
espécies do género Trichoderma. Nesse contexto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito antagdnico de isolados de Trichoderma spp. sobre o crescimento micelial do fungo
Phytophthora sp. O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade do Estado de Mato Grosso, em delineamento inteiramente casualizado com 5
tratamentos e 10 repeticdes. Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto ao
potencial antagdnico contra Phytophthora sp. por meio do pareamento de culturas e
atribuicdo de notas por meio da aplicacdo de duas escalas. As variaveis analisadas foram
crescimento médio micelial (CMM), indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
percentual de inibicdo de crescimento (PIC) e médias de notas atribuidas ao cultivo pareado
de isolados de Trichoderma spp. contra Phytophthora sp. seguindo as escalas de Bell e
Rodrigues. As médias obtidas foram submetidas a andlise de variancia, seguido de teste de
comparagdo de médias. Foi verificado efeito significativo sobre o fitopatégeno por isolados
de Trichoderma spp. para todas as variaveis testadas que diferiram significativamente em
relagdo a testemunha. Houve reducgéo do crescimento micelial e indice de velocidade de
crescimento de Phytophthora sp., 0s percentuais de inibicdo de crescimento se mantiveram
acima de 70% e as notas atribuidas indicaram atividade antagbnica eficiente. Assim, os
resultados demonstraram que houve efeito promissor dos isolados de Trichoderma spp.
sobre o desenvolvimento micelial de Phytophthora sp. in vitro.

Palavras-chave: controle bioldgico, antagonismo, crescimento micelial.

Abstract: The use of biological control is characterized as a promising strategy for the
control of plant pathogens. Trichoderma species are among the main agents used for
biocontrol and are widely used in agriculture. The aim of this study was to evaluate the
antagonistic effect of Trichoderma spp. on the mycelial growth of Phytophthora sp. The test
was conducted in the Laboratory of Microbiology and Plant Pathology of the State University
of Mato Grosso, in a completely randomized design with 5 treatments and 10 repetitions. The
Trichoderma spp isolates were evaluated for their antagonistic potential against the plant
pathogen Phytophthora sp. through the pairing of cultures and application of two scales of
notes. The variables analyzed were mycelial growth medium (CMM), mycelial growth rate
index (IVCM), growth inhibition percentage (PIC) and average scores to the paired cultivation
of Trichoderma spp. against Phytophthora sp. The means were subjected to analysis of
variance, followed by mean comparison test. It was found significant effect on the pathogen

Cadernos de Agroecologia — ISSN 2236-7934 — V. 11, N. 2, 2016 1


mailto:fmachado@hotmail.com
mailto:fmachado@hotmail.com

B 2° Seminario de Agroecologia da América do Sul
§ ‘\b} B 1° Jornada Internacional de Educagéo do Campo
B 6° Seminario de Agroecologia de Mato Grosso do Sul

B 5° Encontro de Produtores Agroecolégicos de
g ro e c o Mato Grosso do Sul

16 a 19 de novembro de 2016 B 2° Seminario de Sistemas Agroflorestais em Bases
Dourados-MS Agroecolégicas de Mato Grosso do Sul

by Trichoderma spp. for all tested variables and significant difference compared to the
control. There was a reduction of mycelial growth of Phytophthora sp., Percentage growth
inhibition above 70% and the marks awarded indicated effective antagonistic activity. Thus,
the results showed promising effect of Trichoderma spp. on the mycelial growth of
Phytophthora sp. in vitro.

Keywords: biocontrol, antagonism, mycelial growth.

Introducéo

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma crescente preocupacdo por parte da
populacdo, com o0s problemas ambientais oriundos das diversas atividades
humanas, incluindo a agricultura. Essa preocupacao vem resultando na busca por
tecnologias de producéo rentaveis, socialmente justas e com um enfoque ecoldgico
(SILVA; MELLO, 2007). H4 uma demanda por métodos alternativos que garantam a
rentabilidade da atividade do produtor e que colaborem para a diminuigdo do uso de
produtos quimicos que podem causar riscos a saude humana e ambiental (BONETT
et al., 2013).

O uso do controle biolégico se caracteriza como uma estratégia promissora no
manejo de fitopatdgenos. Morandi et al. (2005), afirmam que a ado¢do do controle
bioldgico e de outros métodos alternativos na agricultura no manejo dos problemas
fitossanitarios, colaboram para a racionalizagdo do uso de agrotoxicos e atendem as
exigéncias de uma producéo de alimentos saudaveis e com qualidade ambiental.

Segundo Fortes et al. (2007) espécies do género Trichoderma sdo amplamente
utilizadas na agricultura, uma vez que sao capazes de atuarem como agentes de
controle de doencas de varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas. Trichoderma encontra-se entre 0s
principais agentes utilizados para biocontrole, cuja capacidade antagonista foi
descoberta h4 mais de 50 anos (WEIDLING, 1934). Podem atuar, via de regra, por
meio de um ou da associacdo dos seguintes mecanismos: parasitismo, antibiose,
competicdo (MELO, 1998) e inducéo de resisténcia (LUCON, 2009).

Dentre os agentes causais de doencas em plantas de importancia econdmica,
encontra-se espécies do género Phytophthora. De acordo com Silva et al. (2008),
considerando os custos financeiros e ambientais dos produtos quimicos utilizados
para controle de Phytophthora, e com as crescentes restricbes a presenca de
residuos no solo, o uso do controle biolégico € considerado uma alternativa

importante e tecnicamente justificavel.
Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade antagbnica de

isolados de Trichoderma spp. sobre o desenvolvimento micelial de Phytophthora sp.
in vitro.
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Metodologia

O estudo foi realizado em 2016 no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade do Estado do Mato Grosso — UNEMAT, Campus de Alta Floresta.
Foram testados quanto ao potencial antagbnico contra o fungo Phytophthora sp.
isolados de Trichoderma spp., provenientes de solo das culturas de quiabo (TC133),
pimentdo (TC103) e cacau (TC105), e um comercial a base de Trichoderma
asperellum (PCQ7). Os isolados de Trichoderma e de Phytophthora sp. pertencem a
Micoteca do Laboratério de Microbiologia da UNEMAT.

Os tratamentos consistiram de 4 isolados de Trichoderma spp., mais testemunha
sem adicao de antagonista, com 10 repeticdes cada, em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa
de Petri.

Os isolados de Trichoderma spp. foram avaliados quanto ao potencial antagbnico
contra o fitopatdgeno Phytophthora sp. por meio do pareamento de culturas
(confronto direto) descrita por Dennis e Webster (1971), metodologia na qual, discos
de @10 mm, contendo micélios do patdgeno e antagonista sdo depositados em
lados opostos em placas de Petri (@ 90 mm) a distancia de 0,5 cm da borda. O
crescimento micelial foi estimado em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As
placas foram incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen
Demand) com temperatura aproximada de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagbes foram realizadas atravées de medi¢des diarias do diametro das
colénias do fitopatbgeno, com auxilio de uma régua milimetrada. A avaliacdo foi
finalizada quando foi verificado que ndo houve mais crescimento micelial da coldnia.

As varidveis estimadas foram: crescimento médio micelial (CMM), obtido das
medidas diarias do crescimento em diametro (mm) da colénia do patégeno; indice
de velocidade do crescimento micelial (IVCM) expresso em mm dia, obtido a partir
das médias dos valores diarios de crescimento micelial de cada tratamento,
conforme proposto por Oliveira (1991):

IVCM = Z(D - Da)
N

Em que,

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D = diametro médio atual da colbnia;

Da = diametro médio da colénia do dia anterior;

N = numero de dias ap0s a inoculagéo
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Foi verificada a porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) dos tratamentos em
relacdo a testemunha, obtida por meio da férmula de Abbott, (1925):

PIC = {(diametro da testemunha - diametro do tratamento) /diametro da testemunha}
x 100.

A capacidade antag6nica dos isolados de Trichoderma spp. também foi avaliada por
meio da atribuicdo de notas aos sete e 14 dias ap0s incubacgdo. Foi adotado duas
escalas de notas (Figuras 1 e 2). a) Escala de notas de Bell et al. (1982), notas que
variam de 1 a 5, onde: 1 — Antagonista cresce e ocupa toda placa de Petri; 2 —
Antagonista cresce sobre 2/3 da placa; 3 — Antagonista e patégeno crescem até
metade da placa; 4 — Patégeno cresce sobre 2/3 da placa; 5 — Patdgeno cresce por
toda placa. De acordo com Louzada et al. (2009), nota menor ou igual a 3,0, o
isolado pode ser considerado como antagonico ou eficiente. b) Escala de notas de
Rodrigues (2010), onde as placas séo sobrepostas em um croqui e, atribui-se notas
variando de 1 a 7. Nesse caso nota 7 expressa 0 maximo potencial antagbnico,
indicando que houve desenvolvimento do antagonista sobre a colénia do
fitopatégeno.

Trichoderma spp. Trichoderma spp.
5

4
3
2
1
Phytophthora sp. Phytophthora sp.
Figura 1: Escala de Bell, 1892. Figura 2: Escala de Rodrigues, 2010.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, seguido de teste de
comparacao de médias (Tukey) ao nivel de significancia de 5%, com uso do
software Sisvar® (FERREIRA, 2011).
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Resultados e discussao

Todos os isolados de Trichoderma spp. inibiram o crescimento micelial do patégeno
Phytophthora sp. e apresentaram comportamento semelhante em todas as variaveis
estudadas. Verificou-se que os diametros médios das coldnias do fitopatdgeno, apés
pareamento das culturas, diferiram estatisticamente da testemunha (Tabela 1). Silva
et al. (2008), também encontraram efeito significativo na inibicdo do crescimento
micelial de Phytophthora citrophthora, utilizando diferentes isolados de Trichoderma

Spp.

Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram rapido crescimento micelial.
Comportamento similar foi observado por Bomfim (2010), avaliando atividade
antagonica in vitro de isolados de Trichoderma spp. a Rhizopus stolonifer, relatou
gue a liberacdo de metabdlitos pelos antagonistas, poderia ser a causa da reducao
do crescimento da col6nia do fitopatdgeno na presenca de Trichoderma spp.

Tabela 1. Crescimento médio micelial de Phytophthora sp. na presenca de isolados
de Trichoderma spp. Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia, Alta Floresta-MT,
2016.

....... Crescimento Médio Micelial (mm) .......

Tratamentos - IVCM
7° Dia

T: - Phytophthora sp. x TC133 115,00 a 3,34 a
T, - Phytophthora sp. x PCO7 1521 a 3,55a
T3 - Phytophthora sp.x TC103 17,04 ab 4,38 ab
T4 - Phytophthora sp.x TC105 19,84 b 5,44 b
Ts - Phytophthora sp. 45,77 ¢ 14,24 c
C.V. (%) 5,95 9,85

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. (¥ Diametro médio da colénia de Phytophthora sp. (mm).

O pareamento das culturas ocorreu a partir do 3° dia apés incubacdo. O menor
crescimento médio micelial do fitopatégeno ao 7° dia foi verificado na presenca do
isolado TC133, corroborando com o menor valor verificado para o IVCM. Os demais
tratamentos também apresentaram efeito promissor e diferiram significativamente
em relacdo a testemunha, indicando inibicdo do crescimento do fitopatébgeno na
presenca dos antagonistas.

Foi relatado que o nivel de controle de um fitopatégeno pode variar com o isolado do
antagonista utilizado e com sua capacidade de adaptabilidade as condi¢des bioticas
e abidticas especificas (DENNIS; WEBSTER, 1971) dentro e entre espécies de
Trichoderma (CARVALHO FILHO et al., 2008).

Segundo Marchetti et al. (1992), as espécies de Trichoderma sao geralmente
consideradas competidoras agressivas, apresentando rapido crescimento e
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colonizacdo, excluindo muitos fitopatdogenos. Infere ainda, que a eficiéncia da
inibicdo do crescimento do fitopatdgeno pelo Trichoderma pode também estar
relacionada a altas taxas e acumulacdo de CO: por parte do antagonista.

Para a variavel PIC, foi verificado valores superiores a 70% de inibicdo de
crescimento do fitopatbgeno na presenca dos isolados de Trichoderma spp.
Confirmando o observado para o CMM e IVCM, o maior percentual de inibicdo de
crescimento foi apresentado pelo isolado TC133 (Figura 3). Os demais tratamentos
também apresentaram potencial de inibicdo e diferiram significativamente da
testemunha.

Figura 3. Percentual de inibicdo de crescimento atribuido ao cultivo pareado de
Phytophthora sp. com diferentes isolados de Trichoderma spp. avaliados aos 10 dias
apos inoculacao.

77 65a 77,53a 74 84a
80 70,32b

70 4

10, - 0,00¢
b~ g v B N : T AR 7

o N 7 —— —— — = /

TC133 PCO7 TC103 TC105 Testemunha
Tratamentos

Percentaual de Inibicdo de Crescimento
(PIC)

*Médias seguidas pela mesma letra por variavel ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. C. V. (%) 2,97. Alta Floresta-MT, 2016.

De acordo com Denis e Webster (1971) o antagonismo de Trichoderma spp., deve-
se a producdo de antibioticos, de amplo espectro, como gliotoxina, viridina,
trichodermina, suzucacilina e dermadina, que tém a capacidade de inibir o
desenvolvimento de outros fungos. Além de antibioticos, Trichoderma spp.
produzem enzimas, como celulase e hemicelulase, capazes de degradar materiais
lignoceluloliticos e causar lise na parede de células de fungos patogénicos (VEY;
HOAGALND; BUTT, 2001).

Bell et al. (1982), salientam que a capacidade de producdo de antibioticos pelos
antagonistas, podem interferir no desenvolvimento do fitopatdgeno, bem como a
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Artigo

competicdo destes por espaco e nutrientes. Foi verificado, neste trabalho, ativo
crescimento micelial e esporulagdo de Trichoderma spp. sobre Phytophthora sp.,
demonstrando alta capacidade competitiva (Figura 4).

Figura 4. Placas de Petri com diferentes niveis de interacéo, entre isolados de Trichoderma spp. e 0
isolado de Phytophthora sp. em teste de pareamento de culturas.

As notas atribuidas segundo escala de Rodrigues (2010), apresentaram médias
entre 5,5 a 7,8 aos 14 dias ap0s incubacéo, indicando que houve sobreposicdo das
colbnias do fitopatdgeno pelo antagonista (Figura 5).

Figura 5. Médias de notas atribuidas ao cultivo pareado de isolados de Trichoderma
spp. contra Phytophthora sp. aos 7 e 14 dias ap0s inoculacao, utilizando a escala de
Rodrigues (2010). Alta Floresta-MT, 2016.
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*Médias seguidas pela mesma letra minuscula por variavel nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. C.V. (%) 7 dias = 8,35 e 14 dias = 11,02.

Vey et al. (2001), explicam que a inibicdo do crescimento do fitopatdgeno ocorre

devido ao antagonista apresentar um crescimento rapido até sobre o patdgeno,
sendo uma caracteristica vantajosa na colonizacdo, vencendo o patdégeno na
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competicdo por espaco ou por nutrientes. Hanada et al. (2009), em teste com o
isolado de Trichoderma martiale para o controle de Phytophthora palmivora em
frutos de cacaureiro, verificaram grande potencial como agente de controle biolégico
do patdgeno pelo antagonista.

Tendo como base a escala de Bell (1982), com notas variando entre um
(colonizacéo de toda a superficie da placa pelo antagonista) a cinco (colonizagéo de
toda a superficie da placa pelo fitopatdgeno) sobre o fungo. Os isolados de
Trichoderma spp. apresentaram notas entre 1,25 a 2,09. Com isso, foram
considerados eficientes (Figura 6).

Figura 6. Médias de notas atribuidas ao cultivo pareado de isolados de Trichoderma
spp. contra Phytophthora sp. aos 7 e aos 14 dias apos inoculacdo, utilizando a
escala de Bell et al. (1982). Alta Floresta-MT, 2016.
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*Médias seguidas pela mesma letra minuscula por variavel nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. C.V. (%) 7 dias = 19,94 e 14 dias = 15,00.

Foi possivel verificar que os resultados das duas escalas coincidiram quanto a
indicacdo da capacidade antagbnica dos isolados de Trichoderma spp., podendo ser
utilizadas em teste de confronto direto contra isolado de Phytophthora sp. Moraes e
Carvalho (2014), avaliando antagonismo in vitro de Trichoderma sp. contra
Sclerotinia Sclerotiorum, verificaram que essas duas metodologias podem ser
utilizadas para avaliacdo do antagonismo entre microrganismo.

Os resultados demonstraram que houve efeito promissor dos isolados de

Trichoderma spp. sobre o desenvolvimento micelial de Phytophthora sp. em
condicBes in vitro. As escalas de notas de Bell (1982) e de Rodrigues e (2010)
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indicaram que houve crescimento e sobreposi¢do de colénias do fitopatégeno por
isolados de Trichoderma spp.

Conclusoes

Todos os isolados de Trichoderma spp. avaliados apresentaram efeito promissor
sobre o crescimento micelial do fitopatdgeno in vitro, caracterizando-se como uma
alternativa potencial ao manejo sustentavel de Phytophthora sp. em testes a campo.
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