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Resumo

Estudou-se o potencial antagdnico de 20 isolados de Trichoderma spp. contra o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose do maracujazeiro, sob
condicdes de laboratério. A avaliacdo do antagonismo foi feita por meio de cultivo pareado
e por producao de metabdlitos téxicos. No cultivo pareado, procedeu-se a inoculacdao no
meio de batata-dextrose-agar (BDA), com disco de micélio do patégeno (CEN 419) e, apés
cinco dias de crescimento, inoculou-se os isolados de Trichoderma. A avaliacao da inibicao
do crescimento do patégeno foi realizada pela medicdao do didmetro das col6nias, aos 12
dias apés o pareamento. Na avaliacdo dos isolados quanto a producado de metabdlitos
téxicos, estes foram cultivados em meio de batata - dextrose (BD), por 12 dias, sob
agitacao continua. Apds este periodo, a massa fldngica foi filtrada com o auxilio de uma
bomba de vacuo e a parte liquida, centrifugada a 15.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi esterilizado, através de membrana Millipore (0,45 ym), e adicionado ao
meio BDA na proporcdo de 25% (v/v). Em seguida, foi distribuido em placas de Petri,
sendo colocado um disco de micélio do patédgeno no centro da placa. Medidas de
didmetros das coldnias foram tomadas aos 12 dias de cultivo. As anélises de variancia
(teste F) e as comparacoes de médias através do teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia, foram executadas com a utilizacdo do software ESTART". Os isolados de
Trichoderma spp. sao classificados como altamente antagonistas pelo teste de
pareamento.

Termos para indexacdo: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora edulis f.
flavicarpa, controle bioldgico.
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Abstract

The antagonistic potential of 20 isolates of Trichoderma spp. Was studied against the
fungus, Colletotrichum gloeosporioides, the causal agent of anthracnose of passionfruit,
under laboratory conditions. The evaluation of antagonism in vitro was first made by
means of confrontation cultures and tests of toxic metabolites. The confrontations were
set up by inoculating potato-dextrose-agar (BDA) plates with mycelial discs of the
pathogen (CEN 419), which after five days of growth, was inoculated with the isolates of
Trichoderma. The evaluation of growth inhibition of the pathogen was carried through by
the measurement of the diameter of the colonies, 12 days later. The toxic metabolites
produced by the isolates were evaluated from potato-dextrose (BD) cultures, under
continuous agitation for 12 days. After this period, the fungal mass was removed by
filtration with the aid of a vacuum pump and the liquid fraction centrifuged at 15,000 rpm
per 15 minutes. The supernatant was sterilized by filtration through a Millipore membrane
(45 ym) and added to BDA medium in the ratio of 25% (v/v) which was then distributed in
Petri dishes. A mycelial disc of the pathogen was placed in the center of the plate, and the
diameters of the colonies measured after 12 days of growth. The analysis of variance (F
test) and the comparisons of averages by the Tukey test at the 5% level of significance
were done using ESTART ® software. All the isolates inhibited the growth of the
pathogen, in both the confrontations and in the of toxic metabolite tests.

Index terms: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora edulis f. flavicarpa, biological

control.



Introducéao

A antracnose é causada pelo o fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo,
que possui ampla gama de hospedeiros, infectando principalmente maracujazeiro,

goiabeira, mangueira, mamoeiro e cajueiro (SANTOS FILHO e SANTOS, 2003).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.), cultivado em todo o Pais,
vem sendo atacado por vérias doencas que depreciam a qualidade do fruto, reduzem a
produtividade e a longevidade da cultura. Essas doencas sao causadas por diversos
patdégenos, principalmente, por fungos — antracnose (C. gloeosporioides), verrugose
(Cladosporium herbarum) e septoriose (Septoria passiflorae), por bactéria e por virus

(JUNQUEIRA et al., 2003; NASCIMENTO, 2003).

A antracnose ocorre em épocas guentes e chuvosas, podendo incidir de maneira dréastica
no caule, ramos, folhas, flores e, principalmente, em frutos desenvolvidos, prejudicando a
producao e a qualidade do produto para a comercializagao e a industrializacao (ROCHA et

al., 1998; VIANA e COSTA, 2003).

A utilizacdo dos 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 agrotéxicos. Dentre os fungos antagonistas, os mais estudados sado os do

género Trichoderma (MELO, 1991).

Rocha (1997) testou o potencial de vérios isolados de Trichoderma para o controle
biolégico de C. gloeosporioides em frutos e folhas de maracujazeiro, concluindo que todos
os isolados foram capazes de reduzir a drea necrosada por C. gloeosporioides em frutos. Ja

em folhas de maracujazeiro, somente o isolado de 7. koningii se mostrou promissor.

O trabalho avaliou 20 isolados de Trichoderma spp. quanto ao potencial para o controle
biolégico de C. gloeosporioides, agente causal da antracnose do maracujazeiro-amarelo,

sob condicoes de laboratério.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados com os isolados de Trichoderma asperellum (CEN 162 e
CEN 201), T. fertile (CEN 211), T. harzianum (CEN 139, CEN 140, CEN 143, CEN 151,
CEN 153, CEN 155, CEN 168, CEN 170, CEN 219, CEN 254 e CEN 255), 7. koningii (CEN



142 e CEN 208), T. longibrachiatum (CEN 280), T. pseudokoningii (CEN 209) e T. sp.
(CEN 400 e CEN 405), pertencentes a Colecao de Fungos para Controle Biolégico de
Fitopatégenos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
Avaliacao do antagonismo de Trichoderma spp. sobre C. gloeosporioides em cultura

pareada

A verificacao do antagonismo dos isolados de 7richoderma contra o patégeno C.
gloeosporioides (CEN 419) foi realizada utilizando-se a metodologia de cultura pareada
descrita por Dennis e Webster (1971a, b). Inicialmente, procedeu-se a inoculacao do meio
de batata-dextrose-agar (BDA) com disco de micélio-agar de 5 mm de didmetro do
patégeno e, apds cinco dias de crescimento deste, inocularam-se os isolados de
Trichoderma em extremos opostos da placa. A incubacado ocorreu em camaras BOD a
27°C, no escuro. Os isolados foram classificados quanto ao antagonismo segundo escala
de Bell et al. (1982).

A avaliacdo da inibicdo do crescimento do patégeno foi realizada pela medicdo do diametro
das colbnias, aos 12 dias apds o pareamento, periodo em que as placas da testemunha
(inoculadas apenas com o patdégeno) apresentaram-se totalmente colonizadas. O
experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado com 20 tratamentos,
cada tratamento composto de quatro repeticdes, sendo que cada parcela foi constituida

por uma placa.

Avaliacdo do antagonismo de 7Trichoderma spp. sobre C. gloeosporioides por metabdlitos

téxicos

A avaliacdo da inibicdo do crescimento de C. gloeosporioides pela producdo de metabdlitos
toéxicos foi a descrita por Moretto et al. (2001), que consistiu no cultivo dos isolados de
Trichoderma em meio de batata-dextrose (BD) por 12 dias, sob agitacdao a 150 rpm, no
escuro. Apds este periodo, a fase liquida foi coletada em papel de filtro, centrifugada a
15.000 rpm por 15 minutos, esterilizada em membrana Millipore 0,45 ym e, entao,
adicionada ao meio BDA, na proporcédo de 25% (v/v). O meio foi distribuido em placas de
Petri e apés solidificacao, cada placa recebeu um disco de micélio-agar do patégeno, o qual
foi colocado no centro da placa. As placas foram incubadas em BOD a 27°C, no escuro. As
medidas de diametros das col6nias foram tomadas aos 12 dias de cultivo, periodo em que
o crescimento do patégeno nas placas (sem filtrado de cultura de Trichoderma)
testemunhas atingiu toda a superficie do meio. Adotou-se o delineamento experimental

utilizado em cultura pareada.



Os dados foram submetidos a anélise de variancia, utilizando-se o teste F, ao nivel de 5%
de probabilidade. As médias foram comparadas entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade, utilizando-se o software ESTART® (UNESP).

Resultados e Discussao

Avaliacdo do antagonismo de Trichoderma spp. sobre C. gloeosporioides em cultura

pareada

Todos os isolados inibiram o crescimento do patégeno, e a analise de varidancia mostrou

gue nao houve diferenca significativa entre isolados (Figura 1).

Diametro de coldnia

Isolados de Trichoderma

Figura 1. Reducéo de crescimento de C. gloeosporioides causado por Trichoderma spp. em
cultura pareada. Collt = Colletotrichum (testemunha). Barras referidas de mesma letra nao
diferem entre si estatisticamente.

De acordo com a escala de Bell et al. (1982), os isolados foram classificados como
altamente antagonistas. O antagonismo dos isolados de Trichoderma (CEN 219, CEN 201,
CEN 208, CEN 162 e CEN 400) a C. gloeosporioides (CEN 419), foi verificado apds 12
dias do pareamento, periodo que a testemunha levou para encher totalmente a placa de
Petri (Figura 2). O isolado CEN 208, que recebeu nota dois, mostra onde o Trichoderma
inibe o crescimento do patédgeno, mas nao verificou esporulagcao sobre este (Figura 2D).
Nos isolados que foram altamente antagonistas e receberam nota um, apresentaram

esporulacao sobre o fitopatégeno (Figura 2B, C, E e F).



Figura 2. Inibicdo do crescimento de C. gloeosporioides (CEN 419) por isolados de

Trichoderma spp. aos 12 dias.

Rocha (1997), trabalhando com controle biolégico de C. gloeosporioides com espécies de
Trichoderma, e utilizando esse mesmo método em maracujazeiro, observou a ocorréncia de
sobreposicdo das coldnias e diminuicdo da esporulacado de C. gloeosporioides por diferentes
isolados de Trichoderma. Ja Moretto et al. (2001), estudando in vitro o efeito de isolados

de Trichoderma spp. em C. acutatum, agente causal da queda prematura dos frutos



citricos, verificaram que todos os isolados de Trichoderma inibiram o crescimento micelial
de C. acutatum quando pareados em meio de cultura. Mello et al. (2007), trabalhando com
Sclerotium rolfsii Sacc., verificaram a inibicdo desses patdégenos pelos isolados de
Trichoderma spp. A ocorréncia de espécies de Trichoderma na sobreposicao da col6nia de
Pythium, esporulacado sobre Pythium e formacao de um halo de separacao foram
observados por Matsuura e Menezes (1999).

O fato do antagonista apresentar maior esporulacdo sobre o patégeno, é devido a um tipo
de estimulo do préprio hospedeiro, sendo uma caracteristica vantajosa para o antagonista
na disputa da colonizacdo da area, vencendo o patégeno na competicdo, por espaco ou por
nutrientes (Rocha et al., 1998). De acordo com Bell et al. (1982) a reducao do crescimento
micelial e diminuicdo da esporulacdo do patégeno podem ser devido ao micoparasitismo
direto pelos antagonistas, producado de antibidéticos que podem interferir no

desenvolvimento do fitopatégeno.

Avaliacdo do antagonismo de 7Trichoderma spp. sobre C. gloeosporioides por metabdlitos

téxicos

Na verificacdo da inibicao de C. gloeosporioides pela producao de substancias téxicas nao
volateis, verificou-se que todos os isolados testados, reduziram o crescimento do
patégeno. Porém, houve diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que os
isolados CEN 219, CEN 162, CEN 201 e CEN 400 se destacaram dos demais,

proporcionando reducdo de 81,5, 81,2, 78,3 e 65,0%, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de reducéao de crescimento de C. gloeosporioides por metabdlitos
de Trichoderma spp. Barras referidas de mesma letra nao diferem entre si

estatisticamente.



Moretto et al. (2001) demonstraram a inibicao de C. acutatum por Trichoderma spp., tanto
em cultura pareada, quanto pela producdo de metabdlitos téxicos. Efeito inibitério sobre o
crescimento e alteracoes na morfologia de Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme,
quando exposto a filtrados de Trichoderma viride e T. harzianum, também, foi relatado por
Calistru et al. (1997). Mello et al. (2007) demonstraram o potencial antagénico de isolados

de Trichoderma sobre o crescimento de S. rol/fsii por meio de metabdlitos téxicos.

Conclusodes

1. Os isolados de Trichoderma spp. sao classificados como altamente antagonistas pelo

teste de pareamento.

2. Todos os isolados testados, reduzem o crescimento do patégeno C. gloeosporioides,

devido a producdo de substancias téxicas nao volateis.

3. Houve diferenca significativa entre os tratamentos, pelo teste de metabdlitos téxicos,
onde os isolados CEN 219, CEN 162, CEN 201 e CEN 400 de Trichoderma se destacaram
dos demais, proporcionando reducao de 81,5%, 81,2%, 78,3% e 65,0%,

respectivamente.
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