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Controle in vitro de Phytophthora citricola por meio de diferentes isolados de
Trichoderma spp.
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Resumo: O fungo do género Phytophthora € causador de doengas como podriddes de frutos,
damping-off, podriddes radiculares e de colo, murcha da parte aérea, gomose e lesdes foliares.
O controle bioldgico tem se mostrado eficiente, ao utilizar o fungo Trichoderma no controle
de Phytophthora. O trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes isolados de
Trichoderma spp. no controle do crescimento micelial in vitro de Phytophthora citricola e o
crescimento de P. citricola em diferentes meios de cultivo. O trabalho foi conduzido no
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE,
Marechal Candido Rondon, PR e constou de dois experimentos. No primeiro, avaliou-ser
diferentes isolados de Trichoderma spp. e seu efeito no controle de P. citricola pela método
de confronto direto de colonias. Os tratamentos avaliados foram (10 isolados de Trichoderma
e um controle) com cinco repeticdes. As avaliacbes foram realizadas aos sete e aos 14 dias.
No segundo experimento, foi avaliado o crescimento de P. citricola em quatro meios de
cultura in vitro com cinco repeticbes. As avaliacGes foram realizadas diariamente apos a
inoculagdo do patdgeno. O controle bioldgico se mostrou eficiente para a maior parte dos
isolados utilizados. Os isolados TLB-4, TLB-3 e TLB-15 de Trichoderma spp. apresentaram
muito eficiéntes no controle do crescimento micelial in vitro de P. citricola aos sete e 14 dias
de cultivo. O meio de cultura Juice V8-agar propiciou o0 melhor crescimento de P. citricola
quando comparado com os meios BDA + antibiético, Cenoura-Dextrose-Agar e Chuchu-
Dextrose-Agar.

Palavras-chave: Antagonismo, patdgeno, controle bioldgico, crescimento micelial.
In vitro control of Phytophthora citricola by different isolates of Trichoderma spp.

Abstract: The fungus of the genre Phytophthora causes diseases like fruit rot, damping-off,
root and neck rot, wilting of shoots, leaf lesions and gummosis. Thus, biological control of
this genus has been shown effective, when using the fungus Trichoderma for such. The study
evaluates the efficiency of different isolates of Trichoderma spp. in the control of in vitro
mycelial growth of Phytophthora citricola and the growth of P. citricola in different culture
media. The work was conducted in the Laboratory of Phytopathology of the State University
of West Parana-UNIOESTE, Marechal Céandido Rondon, PR, and consisted of two
experiments. The first experiment evaluated different isolates of Trichoderma spp. and the
effects on the control of P. citricola. The treatments were (10 Trichoderma and control) with
five repetitions. Evaluations were performed at 7 and 14 days. In the second experiment it
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was evaluated the growth of P. citricola in four cultures in vitro with five replications. The
evaluations were performed daily, after the placement of the inoculum. Biological control is
efficient for most of the isolates used. The Trichoderma spp isolates TLB-4 TLB-3 and TLB-
15 showed very efficient in controlling the in vitro mycelial growth of P. citricola from seven
to 14 days of cultivation. The means of Juice V8-agar culture presented the best development
of P. citricola between the culture media used. The medium Juice V8 agar culture provided
the best growth of P. citricola compared with the BDA+antibiotic, means Zucchini Dextrose
Agar, Carrot Agar Dextrose and Chayote Dextrose Agar.

Key words: Antagonism, pathogen, biological control, mycelial growth.

Introducéo

O controle biolégico de doengas constitui-se em uma alternativa importante para
atender a demanda cada vez maior de alimentos livres de residuos deixados pelos produtos
quimicos (BETTIOL, 2009). Atualmente seu uso é crescente, juntamente com a agricultura
sustentavel. Abrange o controle de diversos patogenos, sendo influenciado por varios fatores
como a qualidade do in6culo, o patégeno a ser controlado, condi¢des da planta e edafo-
climaticas.

Entre os patdgenos que sdo controlados de forma biologica, estd o género
Phytophthora cujos mesmos causam doencas como podridfes de frutos, damping-off,
podridGes radiculares e de colo, murcha da parte aérea, gomose e lesdes foliares
(BERGARMIN FILHO et al., 1995). Sua primeira descricdo foi em 1876, como agente
causador da requeima da batata na Irlanda, que dizimou milhares de pessoas (LUZ e
MATSUOKA, 2001).

A Phytophthora citricola que causa danos severos nas raizes e colo, se desenvolve
em temperaturas baixas, apresenta estruturas variadas e ainda que estas podem variar de
acordo com as condicBes ambientais, estando presentes em solo Gmidos. E muito agressivo
quando infecta a planta, sendo de dificil controle (TYLER, 2009).

Varios autores relatam a eficiéncia do Trichoderma sobre diferentes patdgenos de
solo. Dildey et al. (2014), relatam que a maioria dos isolados de Trichoderma spp. mostraram
relativa eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum. Broetto et al.
(2014), estudaram os isolados de T. virens, T. harzianum, T. asperellum e T. koningiopsis, e
observaram grande eficiéncia na supressdo do crescimento de M. phaseolina, impedindo
quase que totalmente o crescimento do fitopatogeno.

A eficiéncia do controle pelo Trichoderma estd ligada aos mecanismos utilizados

contra outros microrganismos, tendo acdo de parasitismo, de antibiose, competicéo, indugéo
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de resisténcia e pela promocdo de crescimento em plantas. Uma das caracteristicas

importantes é que o fungo Trichoderma se desenvolve em meio de cultura rapidamente, o
que facilita a producéo de indculos para aplicacdo (LOUZADA et al., 2009).

Nesse sentido, o trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes isolados

de Trichoderma spp. no controle do crescimento micelial in vitro de Phytophthora citricola e

o crescimento em diferentes meio de cultivo.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do Oeste do Parana. Os ensaios foram
constituidos por diferentes isolados de Trichoderma spp. identificados como TI-3, TI-4, TM-
1, TM-3, TM-4, TLB-3, TLB-4, TLB-9, TLB-12 e TLB-15 e um isolado de Phytophthora
citricola, provenientes do Laboratério de Fitopatologia. A manutencdo dos isolados foi
realizada por repicagens sucessivas em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).

No primeiro experimento foi realizado avaliagdo de diferentes isolados de
Trichoderma spp. e seu efeito antagonista no controle de P. citricola pelo método de
confronto direto de colbnias para avaliacdo do antagonismo do isolado fitopatogénico e dos
antagonistas Trichoderma spp.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 11 tratamentos (10
isolados de Trichoderma e um controle (somente o patdgeno)) e cinco repeti¢es. A parcela
experimental foi constituida por placas de Petri, totalizando 55 placas no experimento. Para
isso, discos com 0,5 cm de diametro de meio BDA contendo micélio de P. citricola foram
retirados de coldnias com quatro dias de cultivo e depositados a uma distancia de 1,0 cm da
borda da placa de Petri, contendo 20 mL de meio BDA. Como testemunhas, foram
utilizadas placas repicadas unicamente com P. citricola. As placas foram incubadas por 24
horas em camara escura a 25°C. Este procedimento foi realizado pelo fato que o tempo de
crescimento do patdgeno € mais lento do que o tempo de crescimento do Trichoderma. Apds
este periodo, foi colocado um disco com 0,5 cm de didmetro de meio BDA, contendo o
micélio de Trichoderma spp. na extremidade oposta da placa de Petri (ETHUR, 2006). As
placas foram incubadas em camara de crescimento no escuro a 25°C.

Os dados foram coletados no sétimo dia apds a implantagdo do experimento, periodo
em que as placas da testemunha apresentavam-se totalmente colonizadas. Para avaliacdo da

técnica de confrontacdo direta de coldnias, utilizou-se 0 modelo de escala de notas proposto
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por Bell et al. (1982), adaptado por Rodrigues (2010), atribuindo notas que variam de um a
sete. De acordo com a escala apresentada na tabela 1.
Tabela 1 - Escala utilizada para o teste de antagonista (Tricoderma spp.) e patégeno (P.
citricola).

Notas Escala de Avaliagdo
1 Antagonista cresce por toda a placa de Petri e sobre o disco do patdgeno

Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém ndo sobre o patdgeno
Antagonista cresce sobre 3/4 da placa de Petri

Antagonista cresce sobre 2/3 da placa de Petri

Antagonista e patdgeno cresce até metade da placa de Petri

Patogeno cresce sobre 2/3 da placa de Petri

7 Patdgeno cresce por toda a placa de Petri
Fonte: proposta por Bell et al. (1982) e adaptada por Rodrigues (2010).

o OB WD

A primeira avaliacdo da agressividade dos isolados de Trichoderma spp. contra P.
citricola, foi realizada aos sete dias e a segunda aos 14 dias apOs a repicagem dos
antagonistas.

No momento da avaliacdo, quando as notas foram atribuidas, buscando uma melhor
uniformidade nas avaliacGes, foi utilizado um gabarito sob o fundo das placas, em que era
possivel visualizar as notas conforme o crescimento das colénias (Figura 1).

Figura 1 - Gabarito com a escala utilizada para atribuicdo das notas no teste de confrontacdo
direta (RODRIGUES, 2010).

—

No segundo experimento os tratamentos utilizados foram constituidos de diferentes
meios de cultura e seu efeito sobre o cresciemento in vitro de P. citricola. Quatro diferentes
meios de cultura cujas composicdes s&o: meio 1 (BDA (Batata-Dextrose-Agar) + antibidtico:
batata - 200 g, dextrose - 20 g e agar - 11 g); meio 2 (Juice V-8-Agar: Juice V8 - 200ml,
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carbonato de célcio — 3 g e agar — 17 g); meio 3 (Chuchu-Dextrose-Agar: chuchu — 100g,
dextrose — 20 g e &gar — 5g); meio 4 (Cenoura-Dextrose-Agar: cenoura — 100g, dextrose — 20
g e agar — 5g). Os meios foram testados quanto ao crescimento micelial do isolado de P.
citricola. A quantidade de produtos utilizados refere-se a 1000 mL de &gua destilada
esterilizada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
(meios de cultura) com cinco repeticdes. A parcela experimental foi composta por placas de
Petri, totalizando 20 placas. As avaliaces foram realizadas diariamente ap6s a deposicdo do
patogeno.

Para isso, discos com 0,5 cm de diametro de meio BDA contendo micélio de P.
citricola foram retirados de col6nias com quatro dias de cultivo e depositados no centro da
placa de Petri, contendo 20 mL dos meios de cultivo e colocados em condigGes de
luminosidade constante, com temperatura de 25°C, até a colonizacéo total da placa.

As avaliacGes foram realizadas diariamente, a partir do momento da implantacdo do
ensaio, medindo-se o crescimento micelial da P. citricola. Para isso foi utilizado uma régua,
considerando-se o centro como ponto zero até o maior crescimento lateral.

Para os dois experimentos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANAVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5%, por meio do software
SISVAR, versdo 5.1 (FERREIRA, 2010). Para o segundo teste, quando significativo o efeito
da interacdo avaliagBes x meios de cultura foi realizada a anélise de regressdo polinomial ou

por LRP (Linear Response Plato).

Resultados e Discusséo
Para o primeiro experimento, a eficéncia dos diferentes isolados de Trichoderma spp.
no controle do crescimento micelial in vitro de P. citricola apresentou diferencas
significativas (p<0,05) aos sete e 14 dias ap0s a inoculacdo (Tabela 2).

Na avaliacdo referente aos sete dias apds a inoculacgao os isolados TLB-3, TLB-12 e
TLB-15, foram considerados muito eficiéntes no controle sobre o crescimento micelial do
fungo P. citricola, cujas médias das notas foram 1 e 1,8 (antagonista cresceu por toda a placa

de Petri e sobre o disco do patdégeno), método de avaliacdo conforme Ethur (2006).
Os isolados TM-1, TI-4 e TLB-4 ndo apresentaram diferencas significativas, porem
os isolados podem ser classificados como eficiéntes no controle do crescimento micelial de

P. citricola aos sete dias ap0s a inoculagdo, com média de notas entre 2 e 2,8 (antagonista
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cresce por toda a placa de Petri, porém ndo sobre o patdgeno), respectivamente. O nivel de
controle € superior ao encontrado por Tavares (2009) que ao estudar 71 isolados de
Trichoderma spp. provenientes das areas produtoras de mamdo no nordeste brasileiro,
constataram que os isolados controlaram entre 68,3% e 74,5% a Phytophthora palmivora.
Ao avaliar o controle aos 14 dias apés a inoculagdo do Trichoderma spp., os isolados
TI-4, TLB-3, TLB-12 e TLB-15 apresentaram médias de notas entre 1 & 1,6, podendo os
isolados ser considerados como muito eficiéntes no controle do crescimento micelial in vitro
de P. citricola, com excec¢éo do isolado TM-1, TM-3, TM-4, TI-3 e TLB-4 que apresentaram
média de nota 1,8 e 2,8, sendo eficiéntes. As maiores reducdes encontradas entre as duas
avaliacGes foram evidenciadas para os isolados TI-4, TLB-3 e TLB-15 que apresentaram
menor nota, sendo classificados como muito eficiéntes na inibigdo do crescimento micelial
do fungo P. citricola.
Tabela 2 - Capacidade da eficéncia de diferentes isolados de Trichoderma spp. no controle do

crescimento micelial in vitro de Phytophthora citricola.

Avaliacdes

Isolados 7 dias 14 dias
TM-1 2,80b 1,80 a
TM-3 5,00 b 2,80 b
TM-4 3,00b 2,00 a
TI-3 5,00 b 2,80 b
TI-4 2,80 b 1,00 a
TLB-3 1,40 a 1,00 a
TLB-4 2,80b 1,80 a
TLB-9 440b 420b
TLB-12 1,80 a 1,60a
TLB-15 1,00 a 1,00 a
Testemunha 6,00 c 6,00 c
Média 3,27 2,40
CV(%) 20,73 28,03

* Médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo grupo, e ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

ao nivel de 5%.

Conforme Ethur (2006), utilizando a técnica de confrontacdo direta com isolados de
Trichoderma spp. pode-se considerar isolados muito eficientes aqueles que apresentarem
notas entre 1,0 e 1,5, e eficientes aqueles que apresentarem notas entre 2,0 e 2,5.

Dildey et al. (2014), estudaram os isolados de Trichoderma spp., e verificaram que
0s mesmos apresentaram eficiéncia na inibi¢cdo do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum.

Segundo os autores, os isolados TM-1 e TI-4 foram os que tiveram maior agressividade ao
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considerar a confrontacdo direta de coldnias e a producdo de metabolitos volateis testado.
Para Broetto et al. (2014), testando esses mesmo isolados de Trichoderma spp. apresentaram
variagdo na capacidade de inibicdo do crescimento de Macrophomina phaseolina. Os
isolados de Trichoderma TI-1, TM-2, TM-3, TM-4, TLB-2, TLB-3, TLB-15 e TLB-17
foram os que apresentaram maior antagonismo ao fungo M. phaseolina.

Todos os isolados obtiveram melhor controle promovido aos 14 dias, com exessao do
isolado TLB-9. Essa promog¢do pode ser relacionada ao melhor desenvolvimento dos
isolados de Trichoderma spp. que assim sdo capazes de produzir mais de 100 tipos de
compostos bioativos, e incluem enzimas degradadoras de parede celular, antibidticos e
muitas outras substancias ainda ndo caracterizadas, as quais podem apresentar propriedades
antifangicas ou atuar como elicitores de respostas de defesa das plantas (YEDIDIA et al.,
2003; WOO; LORITO, 2007).

Cabe ressaltar, que os resultados obtidos pelo teste in vitro sdo de fundamental
importancia, uma vez que,para Michereff (2005) um bom programa de controle biolégico
deve basear em experimentos in vitro e in vivo. Porém, podemos ressaltar que testes in vivo
séo de grande importantes devido a possibilidade de isolados que se destaquem in vitro ndo
consegue se destacar em solo.

O método aplicado para selecdo de diferentes isolados de Trichoderma spp., in vitro,
além de serem praticosé de fundamental importancia e pode ser utilizado para selecionar,
servindo como uma selecdo preliminar para avaliar o potencial antagonista, e também para
indicar o comportamento desses microrganismos, com relacdo a sua capacidade de
adaptacdo, crescimento e reproducdo em relacdes a diferentes patdgenos (DILDEY et al.,
2014; POLETTO, 2010).

Em relagéo ao segundo experimento a eficiéncia do desenvolvimento in vitro de P.
citricola em diferentes meios de cultura (Figura 2), foram observados grandes incrementos
para 0 meio de cultivo Juice V8-agar, que apresentou comportamento crescente no tempo.
Para os meios de BDA+antibidtico,cenoura-dextrose-agar, chuchu-dextrose-agar, ndo foram
observadas incrementos no crescimento da P. citricola, no decorrer do periodo de avaliacdo
(Tabela 3).

O rapido desenvolvimento do P. citricola promovido pelo meio de cultura Juice V8-

agar esta relacionado com a disponibilidade inicial de glicose, uma vez que esse contém em
sua formulacdo aproximadamente 6,3 gramas (em 100 gramas de produto), enquanto que 0s

demais meios receberam apenas 5 gramas.Os fungos ndo absorvem formas complexas de
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nutrientes, assim essa enzima promove a quebra dos carboidratos em aglcares que seréo
utilizados no crescimento do fungo (BERGARMIN FILHO et al., 1995). Outro ponto que
pode justificar o rapido crescimento é o maior teor de nutrientes disponiveis por esse meio
(Juice V8-4gar), visto que a mistura comercial de vérias frutas e enriquecidos com vitaminas,
proteinas e outras fontes de compostos organicos pode ser convertido em energia para o
crescimento do fungo. Em relacdo aos demais meios, estes apresentaram a glicose provinda
da dextrose e nutrientes dos vegetais utilizados.

Figura 2 - Eficiéncia do desenvolvimento in vitro de Phytophthora citricola em diferentes

meios de cultura.
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Tabela 3 - Detalhamento das equagdes das curvas do desenvolvimento de Phytophthora
citricola em diferentes meios de cultura, pontos de maxima para raio e dias, e

nivel de significancia para as equaces.

Crescimento maximo

83

. x Raio Avaliagbes 2
Meios de cultura Equacao (mm) (dias) R
Batata-Dextrose-agar + antibiotico Y= -1,44485+1,3593X -0,04312X? 0,956
Cenoura-Dextrose-agar Y=-2,5594 +3,1628X -0,3131X? 5,428 5,051 0,973
Chuchu-Dextrose-agar Y=-0,9408 +1,8191X -0,0938X? 7,879 9,697 0,961
Juice V8-agar Y=-0,97818+2,97469X +0,05105X? 0,992

O menor crescimento de P. citricola, no meio de cultivo BDA+antibidtico,
possivelmente foi ocasionado pela agdo do antibidtico, que inicialmente promoveu uma
supressdo do patdgeno, porém com o passar do tempo essa supressdo foi superada e o fungo
conseguiu se desenvolver normalmente, ndo tendo sido alcancado um maximo ponto de

crescimento para esse meio.
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Os meios cenoura-dextrose-agar e chuchu- dextrose-agar ndo apresentaram grandes
variacOes de crescimento de P. citricola . No meio Cenoura-Dextrose- 4gar o ponto de
maximo raio correspondeu a 5,438 mm, sendo alcancado aos 5 dias, enquanto que omeio
Chuchu-Dextrose-agar o maior raio obtido foi de 7,879 mm correspondendo ao dia 9 dias,
esses valores comprovam o citado anterior que a pequena variacdo nesses meios Sao
provenientes da pequena variacdo de nutrientes contidos nesses vegetais, principalmente no
teor de carboidratos e proteinas.

O meio Juice V8-4gar foi utilizado em varios trabalhos envolvendo o fungo
Phytophthora, por ser considerado o mais adequado para este género, sendo confirmado no
presente estudo, assim como no trabalho desenvolvido por Muniz et al. (2006) com isolados

de Phytophthora em plantas de mandioca.

Cardoso et al. (2009) estudaram diferentes meios de cultivo para Arthrobotrys
oligospora, e encontraram grandes variacdes de crescimento dependendo do meio utilizado,.
Oliveira et al. (2002) também verificaram crescimento diferenciado para Phytophthora,
diversos meios, sendo nessa condicdo de estudo considerado o melhor o meio liquido 523 de
Kado e Heskett.

Efeitos de diferentes meios no crescimento de microrganismos sao citados por Silva
et al. (2011) que estudaram o raio de desenvolvimento de Byssochlamys fulva, sobre meldo,
tomate, mamado, péssego, morango e abacaxi, citando melhor desenvolvimento desse

patdégeno em meldo na condicdo de 28°C.

Conclustes
Os isolados TLB-4, TLB-3 e TLB-15 de Trichoderma spp. foram considerados
muito eficientes no controle do crescimento micelial in vitro de Phytophthora citricola aos
sete e aos 14 dias de cultivo. O meio de cultura Juice V8-agar propiciou o melhor
desenvolvimento de Phytophthora citricola quando comparado com o0s meios BDA +

antibiotico, Cenoura-Dextrose-Agar e Chuchu-Dextrose-Agar.
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