Revista Brasileira de Biociéncias
Brazilian Journal of Biosciences

ISSN 1980-4849 (on-line) / 1679-2343 (print)

ARTIGO

Bioprospeccao de Trichoderma spp. sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum cliviae e C. truncatum

Lillian Franga Borges Chagas', Aloisio Freitas Chagas Junior*, Victor Hugo da Silva Godoy?,
Gil Rodrigues dos Santos?, Luciane de Oliveira Miller* e Magno Rodrigues de Carvalho Filho*

Recebido: 25 de abril de 2016 Recebido apos revisdo: 9 de setembro de 2016 Aceito: 10 de setembro de 2016
Disponivel on-line em http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/3710

RESUMO: (Bioprospecc¢ao de Trichoderma spp. sobre o crescimento micelial de Colletotrichum cliviae e C. truncatum). O uso
de antagonista no controle de fitopatdgenos tem sido bastante estudado nas tltimas décadas, destacando-se os fungos do género
Trichoderma spp. por serem capazes de atuarem como agentes de biocontrole e indutores de resisténcia de plantas a doengas.
Diante disso, este trabalho teve como objetivo selecionar Trichoderma spp. com potencial para o controle do crescimento de
fungos fitopatogénicos. Foram utilizadas 56 estirpes de Trichoderma spp. que fazem parte do banco de isolados do laboratério
de microbiologia da Universidade Federal do Tocantins, retirados de amostras de solo coletados em areas da regido sul do es-
tado do Tocantins. Os patoégenos causadores de doengas foliares foram Colletotrichum cliviae e Colletotrichum truncatum, de
plantas de soja com os sintomas da doenga. Para avaliagao do potencial antagdnico de Trichoderma spp. foi utilizada a técnica
de pareamento de coldnias do patogeno, com resultados de percentagem de colonizagao e escala de notas. Pela avaliagdo das
notas, 46 estirpes de Trichoderma foram eficientes antagonistas para os dois fitopatdgenos. Quanto a percentagem de inibi¢ao
do crescimento dos patogenos, 22 foram eficientes antagonistas, com mais de 75% de inibi¢ao do Colletotrichum cliviae e trés
com mais de 90% do Colletotrichum truncatum.

Palavras-chave: Controle biologico, pareamento, fitopatogeno.

ABSTRACT: (Bioprospecting for Trichoderma spp. on the mycelial growth of Colletotrichum cliviae and C. truncatum). The
use of antagonists in the control of plant pathogens has been extensively studied in recent decades, especially fungi from genus
Trichoderma spp., due to their ability to act as biocontrolling agents and inducers of plant resistance against diseases. Thus,
we aimed to select Trichoderma spp. with potential to control growth of pathogenic fungi. We used 56 Trichoderma strains
from the isolate bank of the microbiology laboratory of Federal University of Tocantins. The strains were isolated from soil
samples collected in southern Tocantins state, Brazil. The studied pathogens of foliar diseases were Colletotrichum cliviae
and Colletotrichum truncatum, both of which were isolated from soybean plants showing disease symptoms. To evaluate the
antagonistic potential of Trichoderma spp., we used the dual culture assay and expressed the results as percentage of colonization
and grade scale. Grade evaluation revealed that 46 Trichoderma strains were effective antagonists of the two pathogens.
Regarding the percentage of pathogen growth inhibition, effective antagonists were represented by 22 strains showing more
than 75% inhibition of Colletotrichum cliviae and three strains showing more than 90% inhibition of Colletotrichum truncatum.

Keywords: biological control, dual culture, phytopathogen.

INTRODUCAO

Existem diversas causas de baixa produtividade em
culturas agricolas e, dentre as principais, encontram-se as
doengas causadas por patogenos de plantas tais como os
fungos do género Colletotrichum em soja (Nunes Junior
et al. 2003, Tofoli et al. 2015). Estes patogenos podem
provocar prejuizos severos com perdas significativas
na produtividade e veem sofrendo aumento ao longo
dos ultimos anos devido a alteracdes introduzidas na
agricultura, como a monocultura, com efeitos adversos
para varias culturas inclusive de importancia e interesse
econdmico como a soja (Pesqueira et al. 2016).

Entre as espécies do género Colletotrichum spp. que
causam doengas em plantas no estado do Tocantins
destacam-se os Colletotrichum cliviae € C. truncatum,
principais causadores de danos na cultura da soja. C.
cliviae ndo era associado a antracnose da soja até o mo-

mento, mas em trabalho de diversidade do agente causal
da antracnose realizado por Dias (2014), como o primeiro
relato da ocorréncia dessa espécie no Brasil e como pa-
togeno causador da antracnose, foi visto apresentando
caracteristicas mais agressivas a soja, causando lesdes
mais severas em plantulas e plantas adultas.

C. truncatum, também causador da antracnose, ¢ o
principal fungo causador de doenga na fase inicial de
formagdo das vagens da soja, principalmente em con-
di¢des de grande precipitagdo e elevadas temperaturas,
caracteristicas comuns na regido dos Cerrados e, pode
causar perda total por atacar todas as partes da planta
tanto na fase vegetativa, quanto na floracao, frutificacao
e sementes, sendo disseminado principalmente pela
semente de soja, que é considerada o transmissor mais
eficiente (Goulart 2009).

O controle a partir de moléculas quimicas ¢ o me-
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canismo mais utilizado para o controle de doengas em
plantas. A grande dificuldade do controle quimico esta
relacionada a grande limitagdo com relagdo a eficiéncia.
Isso porque a maioria dos produtos ¢ eficiente apenas
quando aplicado de forma preventiva. Porém, quando
a cultura ja estd infestada as plantas doentes tendem
a submeter-se muito rapido a perda parcial ou total da
produgdo. Além disso, deve-se levar em consideragdo
a questdo ambiental, pelo alto poder residual que esses
produtos apresentam, que podem contaminar o solo e
mananciais hidricos, quando aplicados de forma incorreta
(Michereff et al. 2005, Fantinel et al. 2015).

O uso de antagonista no controle de fitopatdgenos tem
sido bastante estudado nas ultimas décadas, por varios
motivos, entre eles os problemas ambientais e de saude
humana decorrente do uso indiscriminado de agrotoxicos
e a resisténcia de patdogenos aos fungicidas comumente
utilizados (Chagas et al. 2013, Bonett et al. 2013, Fipke
et al. 2015).

Entre esses antagonistas destacam-se os fungos do
género Trichoderma de grande importancia econdmica
para a agricultura, como as espécies 7. harzianum e T.
viride que mostram sua capacidade de atuar como agente
de controle de doengas de varias plantas cultivadas, além
da capacidade como promotores de crescimento e indu-
tora de resisténcia de plantas a doencas (Chagas et al.
2013, Hoffmann et al. 2015, Bonett et al. 2013, Chagas
et al. 2015, Chagas et al. 2016). Espécies desses fungos
vém recebendo atencdo da pesquisa por sua versatilida-
de de agdo, por serem capazes de produzir substancias
antifingicas e também enzimas que degradam paredes
celulares de outros fungos, além de apresentarem di-
versidade estratégica de sobrevivéncia, tornando-as
altamente competitivas no ambiente, e garantindo grande
capacidade de proliferacdo na rizosfera (Louzada et al.
2009, Asad et al. 2015).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi selecionar
isolados de Trichoderma spp. oriundos de areas do Cerra-
do tocantinense capazes de inibir, in vitro, o crescimento
de patogenos de plantas da mesma regido do estado do
Tocantins, visando estabelecer métodos de controle
alternativo para estes patogenos causadores de doengas
como a antracnose na cultura da soja.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de
microbiologia da Universidade Federal do Tocantins
(UFT), campus de Gurupi-Tocantins, onde foram
utilizados 56 estirpes caracteristicas de Trichoderma, do
banco de Trichoderma desse laboratdrio, provenientes
de amostras de solo coletados sob diferentes culturas em
areas da regido sul do estado do Tocantins.

Os patdgenos confrontados foram o Colletotrichum
truncatum ¢ C. cliviae, obtidos da colegdo de isolados
de soja do Brasil da Embrapa CNPH, DF, e proveniente
também de cultivo de soja no estado do Tocantins. Para
comparacdo do potencial antagénico desses isolados

de Trichoderma spp. foi utilizada uma cepa padrao
Trichoderma harzianum (CIB T44), obtida no Instituto
Bioldgico de Sao Paulo (ICB).

Para testar o potencial antagonista das 56 estirpes de
Trichoderma e padrao T. harzianum, em experimentos
independentes, contra C. cliviae e C. truncatum, foi uti-
lizada a técnica de pareamento de colonias do patdgeno
e controlador biologico, descritos por Mariano (1993).
Transferiu-se assepticamente para placas de Petri (9 cm
de diametro) contendo 20 mL do meio de cultura BDA,
um disco de 0,4 cm de didmetro de cada fitopatdgeno e
do antagonista Trichoderma spp., colocados a 1,5 cm
da borda da placa em lados opostos. Para a testemunha,
transferiu-se para o centro das placas de Petri contendo
meio BDA um disco de 0,4 cm de diametro do fitopa-
togeno ou do antagonista e estes ndo foram pareadas as
colonias. As placas foram incubadas em camara tipo
BOD, a25°C+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas de luz.

Ap6s sete dias foi realizada a avaliagdo pela porcenta-
gem de colonizagdo conforme metodologia de Camporota
(1985), em que: %C =DT/DE X 100, sendo DT, o raio de
crescimento da colonia de Trichoderma spp. em diregao
frontal a colonia do patdgeno e DE, a distancia que separa
as duas coloOnias. Foi realizada também uma avaliacdo de
acordo com os critérios propostos por Bell ef al. (1982)
com adaptagdes com escalas de notas variando de 1 a
5, sendo estimada a percentagem de crescimento do
antagonista entre paréntese, onde: nota 1 - o antagonista
cresce por toda a placa de Petri (87,6 a 100%); nota 1,5
- antagonista cresce sobre 7/8 da placa (66,6 a 87,5%);
nota 2 - antagonista cresce sobre 2/3 da placa (62,5 a
66,5%); nota 2,5 - antagonista cresce sobre 5/8 da placa
(51 a 62,4%); nota 3 - antagonista e patdgeno crescem
até¢ a metade da placa (50%); nota 3,5 - patdgeno coloniza
7/8 da placa (37,5 a 49,9% ); nota 4 - patdogeno coloniza
1/3 da placa (33,3 a 37,4%) e nota 5 - patdogeno cresce
por toda a placa de Petri (percentagem abaixo de 33,2%).
Considerou-se o isolado como antagdnico ou eficiente
quando sua nota era menor ou igual a 2,0.

Todos os tratamentos foram conduzidos com quatro
repetigdes, sendo cada repeticdo a média de trés placas
de Petri, totalizando 12 placas por tratamento, em de-
lineamento inteiramente casualizado. Os resultados de
percentagem estimados de acordo com a frac¢do de cres-
cimento na placa foram submetidos a analise de variancia
e em caso de significancia as médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade, utili-
zando o programa estatistico ASSISTAT versao 7.6 beta
(Silva 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 56 isolados de Trichoderma spp. e o padrao Tri-
choderma harzianum, 46 inibiram o crescimento micelial
de C. cliviea (nota menor ou igual a 2,0), chegando a
quase 95% de inibi¢do, com nota igual a 1,0 pelo isolado
UFT 86 (Fig. 1A). Destes, 22 foram significativamente
(p<0,01) superiores aos demais (Tab. 1) com mais de
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Figura 1. Crescimento micelial do isolado UFT 86 e do isolado UFT 38 (a esquerda em A e B, respectivamente) contra Colletotrichum cliviae

(a direita em A e B, respectivamente).

75% de inibi¢do. Onze isolados tiveram nota maior que
2,0, entre eles o isolado UFT 38 (Fig. 1B), mostrando
serem ineficientes antagonistas no controle desse fungo.
Almeida (2009) em ensaio de pareamento de culturas
revelou que Trichoderma colonizou e produziu esporos
sobre a maioria das colonias de C. gloeosporioides, C.
musae, Cercospora musae e Asperioporium caricae no
teste de pareamento.

A eficiéncia de inibicdo do crescimento micelial de
C. truncatum por isolados de Trichoderma ocorreu em
56 isolados, com nota menor ou igual a 2,0 (Tab. 1). Na
comparacdo das médias de percentagem de inibi¢ao os
isolados UFT 46, UFT 67, UFT 86 tiveram crescimento
significativamente (p<0,01) maiores que os demais
(Figs. 2A, B e C, respectivamente), com nota igual a
1,0 chegando a 100% de inibi¢do pelo isolado UFT 46.

Além desses, os isolados UFT 205, UFT 48 ¢ UFT 22
também obtiveram nota igual a 1,0. Apenas o isolado
UFT 38 foi considerado ineficiente com nota maior que
2,0, ocupando menos da metade da placa de petri. Em
estudo de inibigao in vitro do antagonista 7. viride contra
C. truncatum Bankole & Adebanjo (1996) também ob-
servaram total coloniza¢do do micélio do patégeno por
Trichoderma no método de pareamento.

Houve diferenga significativa de antagonismo entre
isolados nos testes realizados e isso também foi observa-
do por Bonett et al. (2013) no teste em cultivo pareado de
Trichoderma no biocontrole, in vitro, de Colletotrichum
musae. Além disso, foi observado que a maioria das es-
tirpes de Trichoderma colonizaram uma grande area do
meio de cultura na placa no controle dos dois patogenos
estudados. A maior velocidade de crescimento micelial

UFT 86

Figura 2. Crescimento micelial de Trichoderma spp. (a esquerda em A, B e C) contra Colletotrichum truncatum (a direita em A, B e C).
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Tabela 1. Nota pelo critério de Bell et al. (1982) com adaptagdes
e percentagem (%) do antagonismo em cultivo pareado dos 56 iso-
lados de Trichoderma spp. e padrao Trichoderma harzianum (CIB
T44) contra Colletotrichum cliviae e Colletotrichum truncatum, em
experimentos independentes.

5 C. cliviae C. truncatum
IDENTIFICACAO
NOTA % NOTA %
UFT 02 2,0 65,7 ¢ 1,5 73,0 ¢
UFT 03 2,5 56,7 d 2,0 63,0 d
UFT 04 1,5 79,7 a 1,5 78,0 ¢
UFT 06 2,0 66,3 ¢ 2,0 66,0 d
UFT 09 1,5 74,3 b 1,5 72,7 ¢
UFT 10 1,5 71,7 b 1,5 75,3 ¢
UFT 12 1,5 75,7 a 1,5 85,7b
UFT 14 1,5 82,3 a 1,5 87,0 b
UFT 15 1,5 69,3 b 1,5 86,0 b
UFT 18 1,5 76,7 a 1,5 77,3 ¢
UFT 19 1,5 78,0 a 1,5 84,0 b
UFT 20 1,5 70,7 b 1,5 71,3 ¢
UFT 22 1,5 77,0 a 1,0 88,0 b
UFT 23 1,5 79,3 a 1,5 87,0 b
UFT 24 2,5 55,0d 1,5 71,0 ¢
UFT 25 1,5 76,0 a 1,5 84,3 b
UFT 26 1,5 76,7 a 1,5 79,7 b
UFT 28 1,5 77,3 a 1,5 85,7b
UFT 32 1,5 75,7 a 1,5 80,3 b
UFT 33 1,5 71,0 b 1,5 71,7 ¢
UFT 34 1,5 75,3 a 1,5 86,0 b
UFT 35 1,5 72,7 b 1,5 85,3 b
UFT 36 1,5 81,0 a 1,5 77,3 ¢
UFT 37 1,5 72,3 b 1,5 81,7 b
UFT 38 3,5 49,7d 3,5 47,7 ¢
UFT 41 2,0 66,3 ¢ 1,5 84,0 b
UFT 45 1,5 66,7 ¢ 1,5 70,3 ¢
UFT 46 1,5 79,3 a 1,0 100 a
UFT 48 1,5 84,3 a 1,0 88,0 b
UFT 56 2,0 64,7 ¢ 1,5 75,3 ¢
UFT 57 1,5 77,3 a 1,5 84,3 b
UFT 63 2,5 60,0 ¢ 1,5 83,7b
UFT 67 1,5 72,3 b 1,0 95,7 a
UFT 70 2,5 59,0 ¢ 2,0 63,0 d
UFT 74 3,5 49,7d 1,5 68,0 ¢
UFT 76 2,5 57,7d 1,5 70,0 ¢
UFT 78 1,5 69,7 b 1,5 86,7 b
UFT 79 1,5 68,3 b 1,5 82,0 b
UFT 80 1,5 77,7 a 1,5 76,3 ¢
UFT 85 2,0 66,3 ¢ 1,5 79,3 b
UFT 86 1,0 94,7 a 1,0 93,0 a
UFT 87 1,5 67,7b 1,5 76,7 ¢
UFT 92 1,5 73,0 b 1,5 83,3 b
UFT 95 2,5 60,0 ¢ 1,5 85,0 b
UFT 96 1,5 75,3 a 1,5 72,3 ¢
UFT 99 2,5 53,3d 1,5 85,7b
UFT 100 1,5 71,0 b 1,5 72,3 ¢
UFT 102 1,5 68,0 b 1,5 87,0 b
UFT 104 1,5 69,7 b 1,5 70,3 ¢
UFT 110 1,5 82,3 a 1,5 82,3 b
UFT 111 1,5 76,7 a 1,5 84,0 b
UFT 201 1,5 69,7 b 1,5 76,3 ¢
UFT 202 2,5 52,7d 1,5 81,7 b
UFT 204 1,5 69,0 b 1,5 68,7 ¢
UFT 205 1,5 81,3 a 1,0 88,3 b
UFT 206 1,5 71,0 b 1,5 83,0 b

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (P<0,01).

observada nos isolados de Trichoderma spp. em relagio
a estes patogenos indica que estes isolados podem ser
altamente competitivos por espaco e nutrientes em meio
BDA.

Segundo Vey et al. (2001), a inibi¢do do antagonista
pode ser explicada pelo rapido crescimento dos isolados
de Trichoderma que podem chegar até a sobrepor o
patdgeno, provavelmente, devido a um tipo de estimulo
proprio na disputa por espago colonizavel, levando van-
tagem sobre o patdgeno na competi¢do por espago ou
nutriente. Os resultados obtidos neste trabalho mostram
que 46 isolados de Trichoderma foram eficientes antago-
nistas para os dois fitopatogenos, sobrepondo os mesmo.

Os resultados obtidos mostram o potencial de espécies
de Trichoderma no controle bioldgico de patogenos de
plantas comumente encontradas na regiao, como C. cli-
viae e C. truncatum. Perspectivas sobre o uso dessas espé-
cies em formulagdes comerciais projetadas para controlar
doengas de planta sdo promissoras, pela necessidade de
avaliar sua eficiéncia em casa de vegetacdo e campo.
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