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ARTIGOS / ARTICLES

Antagonistic in vitro activity of Trichoderma spp. isolates to the fungi

Atividade antagonica in vitro de isolados de Trichoderma spp. ao

fungo Phytophthora citrophthora

Phytophthora citrophthora

Katiane Santiago Silva'"; Tiyoko Nair Hojo Rebougas?; Marinés Pereira Bomfim?;
Daniela Santiago Silva’; Abel Rebougas Sao José?; Cleiton Gredson Sabin Benett!

Resumo

A citricultura nacional apresenta intimeras pragas ¢ doengas que limitam sua producdo dentre as
principais doencas fingicas da cultura dos citros pode se destacar a gomose. A gomose causada por
Phytophthora sp. geralmente se manifesta no colo da planta, provocando podriddo e exsudagdo de
goma, podendo expandir-se ocasionando a morte da planta por estrangulamento devido ao ataque do
cambio ou floema, o que interrompe o fluxo descendente de seiva. Este trabalho foi realizado com
0 objetivo de se avaliar a atividade antagdnica in vitro, de isolados de Trichoderma spp. ao fungo
Phytophthora citrophthora. O fator em estudo foi um patdégeno (Phytophthora citrophthora) em cinco
ambientes de antagonismo (sem antagonista ¢ com os isolados de Trichoderma viride, T. virens, T.
harzianu e T. stromaticum). O ensaio in vitro foi realizado por meio do método de cultura pareada. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 3 repeti¢des, €
cada parcela foi representada por trés placas de Petri. Os isolados de Trichoderma demonstraram efeito
significativo na inibi¢ao do crescimento micelial do fungo Phytophthora citrophthora, sendo que o
fungo Trichoderma stromaticum apresentou maior antagonismo ao fungo P. citrophthora enquanto que
o T harzianum apresentou menor antagonismo.

Palavras-chave: Gomose, doencgas fungicas, citros, controle bioldgico

Abstract

Gummosis is among the main fungal diseases of the citrus. It is caused by Phytophthora sp. and
usually shows up in the lap of the plant, provoking rottenness and gum exudation, and expands causing
the plant death for constrictions in the cambium or phloem which interrupts the descending flow of
sap. The objective of this work was to evaluate the antagonistic in vitro activity of Trichoderma spp.
to the fungi Phytophthora citrophthora. Phytophthora citrophthora was exposed to five environments
of antagonism (without antagonist and with four strains of Trichoderma viride, T. virens, T. harzianu
and 7. stromaticum). The in vitro essay was accomplished through the method of paired cultures. A
completely randomized desing was used with five treatments and three replications, and each plot was
represented by three petri dishes. The isolates of Trichoderma demonstrated significant effect in the
inhibition of the mycelial growth of the fungi Phytophthora citrophthora, and the fungi Trichoderma
stromaticum presented larger antagonism to the fungi P. citrophthora while the T. harzianum presented
antagonism smaller.
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2

Eng. Agr., Doutorandos em Sistema de Produgdo. Programa de Pds-graduacdo em Agronomia — UNESP. Ilha Solteira — SP —
Brasil. E-mail: kasantiago@ig.com.br.

Eng. Agr. Prof. Dr. Departamento de Fitotecnia e Zootecnia — UESB. Vitéria da Conquista — BA — Brasil.
Biofébrica de Microrganismos — UESB. Vitoria da Conquista — BA — Brasil.

Autor para correspondéncia

Recebido para publicacdo 27/02/07 Aprovado em 07/10/08

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 29, n. 4, p. 749-754, out./dez. 2008

AGRONOMIA

749



750

Silva, K. S. et al.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de citros,
tanto para o consumo “in natura” como na forma
industrializada em sucos concentrados. Entretanto,
como exportador, o Brasil encontra-se em décimo
lugar sendo que a Espanha ¢ o maior exportador
quando comparada aos outros paises produtores.
A regido Nordeste ¢ a segunda maior produtora
de citros no Brasil, ficando atrds apenas da regido
Sudeste, onde esta localizado o Estado de Sdo Paulo,
que ¢ historicamente o maior produtor nacional.

A citricultura nacional apresenta inimeras
pragas e doencas que limitam sua produgdo e
comprometem a biosseguranga alimentar, dentre
as principais doencas fingicas da cultura pode-se
destacar a gomose causada por Phytophthora sp.

As induzidas Phytophthora,

principalmente podriddio do colo e da raiz,

doengas por
sdo as mais sérias doengas de solo do citrus
(FEICHTENBERGER, 2001).

A gomose geralmente se manifesta no colo da
planta, provocando podridao e exsudag¢ao de goma,
podendo expandir-se para as raizes, principalmente
até 20 ou 30 cm abaixo do solo e para cima do
tronco. Quando todo o didmetro do tronco é
atingido a planta morre por estrangulamento devido
ao ataque do cambio ou floema, o que interrompe o
fluxo descendente de seiva.

Considerando os custos financeiros e ambientais
dos produtos quimicos utilizados para controle
de Phytophthora, e como as crescentes restrigdes
a presen¢a de residuos no solo, o uso do controle
biologico ¢ considerado uma alternativa importante
e tecnicamente justificavel.

O uso do controle bioldgico em substitui¢do
ao quimico ¢ dependente da disponibilidade
e da efetividade dos agentes de controle, bem
como dos produtos comerciais contendo estes
microorganismos. Entretanto, at¢é o momento,
sd0 poucos os produtos bioldgicos disponiveis no
mercado para essa modalidade de controle. Além
disso, a maioria ndo é devidamente registrada para
uso em escala comercial (LOPES, 2001).

Trichoderma sdo importantes fungos

spp.
saprofitas de solo, e varias espécies sdo antagdnicas
a outros fungos e bactérias, incluindo fitopatogenos,
principalmente de
resisténcia consideradas dificeis de serem atacadas
por microrganismos (MELO, 1996) e fungicidas
benzimidazo6is (ZAMBOLIN; VALE; SILVA, 1998).
Os mecanismos de acdo pelos quais o Trichoderma
pode
competicdo ¢ também em alguns casos através de

promogao de crescimento (MELO, 1996).

aqueles com estruturas

atuar s3o: antibiose, hiperparasitismo,

O método da cultura pareada em disco de
agar ¢ o mais largamente utilizado em estudos de
antagonismo in vitro, existindo inimeros relatos de
sucesso na sele¢ao de microrganismos, visando ao
controle biologico de fitopatogenos (MARIANO,
1993). E um método que permite mensurar o
crescimento micelial, bem como os tipos de
interacdo, como hiperparasitismo, formagao de
clamidosporos, dentre outros (FARIA; CASSETARI
NETO; ALBUQUERQUE, 2002).

Os testes
de possibilitar a analise de grande numero de

in vitro possuem as vantagens

potenciais antagonistas, permitir o estudo do
mecanismo de acgdo e facilitar a observacdo das
interagcdes antagonistas-patdogenos, ao nivel ultra-
estrutural, com auxilio de microscopia otica ou
eletronica. Além disso, os organismos selecionados
in vitro podem servir como fonte de genes para
transformacao de microrganismos nao antagénicos
(MARIANO, 1993).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a atividade
antagdnica in vitro, de isolados de Trichoderma spp.
ao fungo Phytophthora citrophthora.

O estudo foi realizado na Biofdbrica de
Microrganismos da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, campus de Vitoria da Conquista
— Bahia. O fator em estudo foi um patdégeno
(Phytophthora citrophthora) em cinco ambientes
de antagonismo (sem antagonista e com os isolados
de Trichoderma viride, T. virens, T. harzianum ¢

T. stromaticum, os quais foram obtidos da criagdo
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estoque (banco fungico da propria entidade). O
isolado de Phytophthora utilizado foi proveniente
de amostras de caule coletadas em plantas de
Limao cravo infectadas com o fungo Phytophthora
citrophthora de um pomar comercial da propriedade
agricola Agropecuaria Arizona, situada no municipio
de Anagé — BA.

Para o isolamento as amostras foram lavadas com
sabao em agua corrente e desinfetadas com alcool a
70% por 30 segundos ¢ hipoclorito de sodio a 1,5%
por 4 minutos, lavadas em agua destilada esterilizada
e postas para secar em papel filtro esterilizado. A
seguir foram colocadas em camara umida para o
desenvolvimento das estruturas do patdogeno, que
apos foram repicados em meio de cultura V8, para
instalacdo dos bioensaios de controle.

Para o ensaio in vitro foi empregado o método
de cultura pareada em disco de agar. Cada placa de
Petri de 9 cm, contendo o meio de cultura, recebeu
dois discos de micélio de 5 mm de didmetro, em
lados opostos da placa, sendo um do patogeno
e outro do isolado de Trichoderma (T. viride, T.
virens, T. harzianum, T. stromaticum) a ser avaliado.
Como testemunha, usou-se o patdgeno cultivado
isoladamente, colocando-se um disco de micélio
no centro de cada placa. As placas foram mantidas
em sala climatizada a 23 + 3°C e fotoperiodo de
12 horas. As avalia¢des iniciaram apos sete dias
de incubagdo, determinando-se o didmetro das

colonias dos patogenos, por meio de uma régua
milimetrada medindo-se comprimento e largura das
lesdes. Para o calculo da porcentagem de inibigao
do crescimento micelial, segundo MENTEN et al.
(1976), foi aplicada a formula: % inibi¢ao = [(crtest
— crtrat) /crtest] x 100, onde: crtest = crescimento
radial testemunha; crtrat = crescimento radial

tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 3
repeticoes, sendo que, cada parcela foi representada
por trés placas de Petri.

Constatou-se que o pareamento de Phytophthora
citrophthora com os isolados de Trichoderma
demonstrou efeito significativo no crescimento
micelial do fungo.

Os isolados de T.stromaticum, T. viride e
T. virens apresentaram maior antagonismo ao
patogeno estudado, sendo que, o antagonismo por
hiperparasitismo foi mais pronunciado quando
se utilizou o isolado de 7. stromaticum, o qual
ocupou mais de 52% da colonia do patdgeno, como
apresentado na Tabela 1.

O isolado de 7. harzianum foi o que apresentou
menor antagonismo, com percentagem de inibi¢ao
de 15,18% e média de crescimento micelial de
7,49 cm, sem diferir do tratamento controle (P
citrophthora) (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento e percentagem de inibi¢ao do crescimento micelial de Phytophthora citrophthora em cultivo
pareado com isolados de Trichoderma spp. in vitro. Vitéria da Conquista-BA, 2006.

Patogenos

Crescimento micelial (cm) % inibicao

P, citrophthora X T. stromaticum
P citrophthora X T. viride

P citrophthora X T. virens
Pcitrophthora X T. harzianum
P. citrophthora

422a 52,21
5,05a 42,81
6,15 ab 30,35
7,49 be 15,18
8,83 ¢ 0,00

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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O antagonismo de Trichoderma spp. é explicado
pela producdo de antibidticos, de amplo espectro,
tais como gliotoxina, viridina, trichodermina,
suzucacilina, alameticina ¢ dermadina, que tém a
capacidade de inibir o desenvolvimento de outros
fungos (DENNIS; WEBSTER, 1971). Além de
antibidticos, esse microrganismo produz enzimas,
como celulase e hemicelulase, as quais degradam
materiais lignoceluloliticos e causam lise na parede

de células de fungos patogénicos (MELO, 1996).

Pela curva e equacdo de regressdo (Figura 1),
vizualiza-se modelos lineares crescentes para o

crescimento do patégeno em fungio do tempo para
todos os tratamentos, com diferencas estatisticas
entre os tratamentos em relagdo a testemunha.

May e Kimati (1999) (apud FARIA;
CASSETARI NETO; ALBUQUERQUE, 2002)
também observaram diferengas entre isolados de
Trichoderma quanto a capacidade para hiperparasitar
Phytophthora spp. e utilizaram essas informagdes
na selecdo de isolados de Trichoderma, com
potencial antagdnico a P. parasitica e consideraram
os melhores aqueles que inibiram o crescimento em

mais de 66% da colonia do patogeno.

10,00 1

8,00 1

6,00 1

4,00 1

2,00 1

Média de crescimento micelial (cm)

0,00 & T

@ Phythophthora citrophthora

A P.citrophthora X T. virens

®  P.citrophthora X T. stromaticum
==+ T.viride y= 4,4926x + 6,4148 R*=0,9217
~=emee T, harzianum y= 6,2759x +2,7519 R?=0,9087

Tempo (dias)

@  P.citrophthora X T. viride

X  P.citrophthora X T. harzianum

P. citrophthora y=8,4907x + 11,37 R?=0,8822
=-=-=T. vires y=5,504x + 7,4704 R>=0,9288
—=—=—-T. stromaticum y=0,3348x + 0,839 R?=0,7894

Figura 1. Curva e equacdo de regressao de cultivo pareado de Phythophthora citrophthora comisolados de Trichoderma
spp. € o tempo de incubagdo. Vitdria da Conquista — BA, 2006.

Nas condigdes em que o estudo foi realizado
pode-se concluir que isolados de Trichoderma sao
capazes de inibir o crescimento micelial do fungo
Phytophthora citrophthora, sendo que Trichoderma
stromaticum apresenta maior antagonismo ao
fungo P. citrophthora enquanto que o 1. harzianum
apresenta menor antagonismo.
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