Il SEMINARIO DE BIODIVERSIDADE E AGROECOSSISTEMAS
AMAZONICOS

Conservacao de solos na Amazénia Meridional

PPGBioAgro 13 a 16 de outubro de 2015  Alta Floresta-MT  Universidade do Estado de Mato Grosso

Céaceres, v. 2, n. 1, 2015 ISSN 2358-5978

BIOCONTROLE IN VITRO DE Lasiodiplodia theobromae POR ISOLADOS DE
Trichoderma spp.

SILVA?, Jonatan Alves; MATOS?, Dilania Lopes; DAVID?, Grace Queiroz;
RAMALHO?4, Aline Bueno; PERES?3, Walmor Moya

!Graduando de Engenharia Florestal, Universidade do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta, MT. e-
mail:;jonataneng.florestal@gmail.com

2Mestre, Universidade Federal do Mato Grosso, Alta Floresta, MT. e-mail: dilan_lopes@hotmail.com
SProfessor, Universidade do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta, MT. e-mail:
gracequeirozdavid@hotmail.com, walmorperes@unemat.br

“Engenheira Florestal, Universidade do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta, MT. e-mail:
nine_ramalho@hotmail.com

Secdao tematica: Fitotecnia e Fitossanidade

Resumo: Este trabalho objetivou avaliar o potencial antagbnico de isolados de
Trichoderma spp. a Lasiodiplodia theobromae. O estudo foi realizado no laboratorio
de Microbiologia da Universidade do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 7 tratamentos (6 isolados
de Trichoderma mais testemunha sem antagonista) com 15 repeticdes. Para avaliar
0 antagonismo dos isolados de Trichoderma ao patégeno, foi utilizada a metodologia
de pareamento de cultura. Foi avaliado o crescimento micelial, indice de velocidade
do crescimento micelial e potencial antagonico (atribuicdo de notas de 1 a 5). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey 5%. Verificou-se que os isolados de Trichoderma spp. influenciaram no
crescimento micelial do fitopatégeno e, segundo escala de notas, 4 isolados foram
considerados antagonicos ou eficientes. Assim, os resultados obtidos evidenciaram
efeito inibidor de isolados de Trichoderma spp. sobre L. theobromae.

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

BIOCONTROL OF Lasiodiplodia theobromae IN VITRO BY ISOLATES OF
Trichoderma spp.

Abstract: This study aimed to evaluate the antagonistic potential of Trichoderma
spp. the Lasiodiplodia theobromae. The study was conducted in the Microbiology
laboratory at the University of Mato Grosso, Alta Floresta. The design was
completely randomized with seven treatments (6 Trichoderma more control without
antagonist) with 15 repetitions. To evaluate the antagonistic Trichoderma isolates of
the pathogen, the method for pairing culture was used. It was rated the mycelial
growth speed rate of mycelial growth and antagonistic potential (allocation of notes 1
to 5). Data were subjected to analysis of variance and means compared by Tukey
test 5%. It was found that the isolates of Trichoderma spp. influenced the mycelial
growth of the pathogen and, according to rating scale, four isolates were considered
antagonistic or efficient. Thus, the results showed inhibitory effect of the Trichoderma
spp. on L. theobromae.
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INTRODUCAO

O controle biolégico ou o chamado “Biocontrole” constitui-se em uma
alternativa cada vez mais importante, uma vez que, na agricultura convencional,
utilizado de forma complementar, contribui para a reducdo do uso dos agrotoxicos,
enguanto na agricultura organica, insere-se em substituicdo a estes produtos (SILVA
e MELLO, 2007).

O uso de fungos antagonistas para o controle de doencas de plantas tem
despertado interesse nos ultimos anos devido, principalmente, as perspectivas
crescentes da possibilidade de eficiéncia de controle, aliado a diminuicdo do impacto
ambiental causados pelos agrotoxicos. Dentre os fungos antagonistas, 0s mais
estudados séo os do género Trichoderma (MELO, 1991).

Os fungos do género Trichoderma sao de grande importancia econémica para
a agricultura, pois séo capazes de atuarem como agentes de controle de doencas de
varias plantas cultivadas. Atuam também como promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas (FORTES et al., 2007). Algumas
linhagens sdo capazes de produzir enzimas que degradam paredes celulares de
outros fungos e produzem também substancias antifungicas (antibioticos),
apresentando muitas estratégias de sobrevivéncia (MELO, 1996). Ademais, certos
isolados se mostram resistentes aos fungicidas, caracteristica que os fazem
potenciais agentes biorremediadores (RESENDE et al., 2004).

No Brasil, Lasiodioplodia theobromae encontra-se entre os agentes causais de
doencgas economicamente importantes principalmente em fruteiras tropicais como
acerola (Malpighia emarginata), graviola (Annona muricata), cacau (Theobroma
cacao), cupuagu (Theobroma grandiflorum), caju (Anacardium ocidentale), coco
(Cocos nucifera), mamao (Carica papaya), manga (Mangifera indica) e maracuja
(Passiflora spp.). Culturas como eucalipto (Eucalyptus spp.), seringueira (Hevea
spp.) e uva, além de outras, também sao importantes hospedeiras de L. theobromae
(DOMINGUES et al., 2011).

Destaca-se no controle de L. theobromae, o uso inadequado de agrotoxicos e a
agressividade crescente do patégeno. O controle quimico por si s6 nao oferece
protecdo nem controle curativo quando os danos séo provenientes do ataque desse
organismo, sendo, entdo, indicada a adocdo de uma série de medidas adicionais
como o manejo cultural e o controle biolégico (TAVARES, 1995).

Tendo em vista a caréncia de estudos relacionados ao controle biolégico de
doencas causadas por este patdogeno, assim como alternativas ao uso de
agrotoxicos, objetivou-se, com este trabalho, avaliar o potencial antagbnico de
isolados de Trichoderma spp. a L. theobromae.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi conduzido no Laboratério de Microbiologia da Universidade do
Estado do Mato Grosso — UNEMAT. Foram testados quanto ao potencial de controle
biolégico a L. theobromae quatro isolados de Trichoderma sp. (TC 01, TC 02, TC 03
e TC 04), pertencentes a colecdo de fungos para controle biolégico de fitopatégenos
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da Micoteca do Laboratério de Microbiologia da Unemat de Alta Floresta e, dois
produtos comerciais a base de Trichoderma spp. (PC 0l1e PC 02).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 7
tratamentos e 15 repeticbes. Os tratamentos consistiram de 6 isolados de
Trichoderma spp., mais testemunha sem adicdo de antagonista apenas com disco
do patégeno. Cada parcela foi constituida por uma placa.

Para avaliar o antagonismo dos isolados de Trichoderma ao patdgeno, foi
utilizada a metodologia de pareamento de cultura (confronto direto) descrita por
Dennis e Webster (1971), na qual, discos de @10 mm, contendo micélios do
patdgeno e antagonista foram depositados em lados opostos em placas de Petri (@
90 mm) a distancia de 0,2 cm da borda. O crescimento micelial foi estimado em meio
de cultura BDA. As placas foram incubadas em camara de crescimento BOD com
temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas, por periodo necessario para a
testemunha preencher a placa.

As variaveis estimadas foram:

Média de crescimento micelial: obtida pelas medidas diarias do crescimento em
didmetro (mm) da coldnia do patdgeno;

indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM): obtido a partir das médias
dos valores diarios de crescimento micelial de cada tratamento, conforme proposto

por Oliveira (1991):
IVCM = %(D - Da)
N

Em que,

D = didmetro médio atual da colonia;

Da = diametro médio da col6nia do dia anterior;

N = numero de dias ap0s a inoculagéo

Potencial antagonico de isolados de Trichoderma spp.: avaliado aos sete e aos
14 dias de cultivo pareado, utilizando a escala de notas de Bell et al. (1992), com
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 patdégeno
crescem até metade da placa;, 4 — Patdgeno cresce sobre 2/3 da placa; 5 —
Patdgeno cresce por toda placa. Nota menor ou igual a 3,0 considerou-se o isolado
como antagonico ou eficiente.

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

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os isolados de Trichoderma inibiram o crescimento do fitopatégeno. O
pareamento das culturas ocorreu a partir do terceiro dia de avaliacdo, sendo
verificado que as médias de crescimento micelial (Tabela 1) de L. theobromae
quando pareados com os isolados de Trichoderma spp. apresentaram diferenca
significativa em relagdo a testemunha, mas n&o diferiram entre si. Resultados
semelhantes, nos quais se verificou inibicdo de crescimento micelial de
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fitopatdogenos por isolados de Trichoderma spp. foram obtidos por MELLO et al.
(2007); MARTINS (2009); LOUZADA (2009); BOMFIN (2010); BONETT et al. (2013).

Foi verificado para o indice de velocidade de crescimento micelial que todos os
tratamentos diferiram da testemunha, indicando inibicdo do crescimento do
fitopatdgeno na presenca dos isolados de Trichoderma spp. Vey et al. (2001),
relatam que a inibicdo pode ser explicada pelo fato do antagonista apresentar um
crescimento rapido até sobre o patdgeno, provavelmente devido a um tipo de
estimulo do proprio hospedeiro, sendo uma caracteristica vantajosa para o
antagonista na disputa da colonizacdo da area, vencendo o patégeno na
competicdo, por espago ou por nutrientes.

Bomfim (2010), inferiu que a reducdo do crescimento da colbnia do
fitopatbgeno Rhizopus stolonifer, na presenca de Trichoderma spp. poderia ser
atribuida a liberacédo de metabdlitos pelos antagonistas.

Tabela 1. Crescimento micelial (3° e 4° dia de avaliacao) e indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) de Lasiodioplodia theobromae na presenca
dos produtos comerciais a base de Trichoderma spp. e isolados de
Trichoderma sp. avaliados por meio da técnica pareamento. Laboratério
de Microbiologia, Alta Floresta-MT, 2015.

Crescimento Micelial (mm)

Tratamentos IVCM
Av. 03 Av. 04

T1- Lasiodiplodia theobromae 45,13 a 62,73 a 18,80 a
T2- L. theobromae x PC 01 35,61 b 46,07 b 14,12 b
T3- L. theobromae x PC 02 33,11 b 38,53 c 10,09 c
T4- L. theobromae x TC 01 30,93 b 33,53 ¢ 6,97 d
Ts- L. theobromae x TC 02 30,27 b 35,67 c 8,33d
Te- L. theobromae x TC 03 29,73 b 32,47 c 6,78 d
T7- L. theobromae x TC 04 29,66 b 33,20 c 6,18 d
CV% 12,29 7,69 11,6

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. © Diametro da col6nia de L. theobromae (mm).

Para o potencial antagdnico de Trichoderma spp. contra L. theobromae (Figura
1) segundo escala de Bell et al. (1982) ao 7° dia de cultivo pareado, notas menores
ou iguais a 3 foram verificadas para os isolados de Trichoderma spp.: TC 01, TC 02,
TC 03 e TC 04, repetindo-se no 14° dia, sendo estes isolados considerados
antagonicos ou eficientes. Os demais isolados: PC 01 e PC 02, apresentaram
moderado potencial antagbnico, notas entre 3 e 4 foram verificadas para ambos os
dias. Louzada et al. (2009), verificaram notas menores, iguais e maiores que 3 para
isolados de Trichoderma testados contra Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum,
e sugerem que além do parasitismo direto, outros mecanismos podem estar
envolvidos na acdo antagonista de fungos do género Trichoderma, tais como
antibiose e competicdo (FRAVEL, 2005).
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Escala de notas de Bell et al.
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Isolados de Trichoderma spp.
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Figura 1. Notas atribuidas ao cultivo pareado de Lasiodiplodia theobromae com
diferentes isolados de Trichoderma spp. avaliados aos 7 e aos 14 dias

apos inoculacéo. Alta Floresta-MT, 2015.
*Médias seguidas pela mesma letra minlUscula por variavel ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi observado neste trabalho, ativo crescimento micelial e esporulacdo de
Trichoderma spp. sobre L. theobromae, demonstrando alta capacidade competitiva.
Matos et al. (2012), também verificou a invasdo micelial por T. viride sobre L.
theobromae, confirmando o que foi relatado por Melo (1996), que algumas linhagens
de Trichoderma apresentam diversidade de estratégias de sobrevivéncia, que as
tornam altamente competitivas no ambiente.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos evidenciaram efeito inibidor de isolados de Trichoderma
spp. sobre o crescimento de Lasiodiplodia theobromae.
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