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RESUMO

O género Trichoderma possui potencial de biocontrole comprovado frente a determinadas doencas fungicas de plantas.
Produtos formulados a base de Trichoderma possuem propriedades benéficas de seus constituintes que comprovam sua
eficicia frente a patégenos. Este artigo teve por objetivo avaliar o biocontrole in vitro de Colletotrichum lindemuthianum das
racas 65, 81 e 83 causador da antracnose em feijoeiro através de quatro espécies de Trichoderma. A avaliacdo do
crescimento micelial foi realizada por meio da técnica do cultivo pareado das espécies de Trichoderma versus C.
lindemuthianum, que foram colocadas opostamente em placas de Petri contendo Batata Dextrose Agar (BDA). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes e quatro tratamentos. As médias foram obtidas do diametro
micelial das coldnias fungicas e submetidos a analise de variancia e teste de Tukey com significancia a 5%. Os resultados
mostraram a possibilidade do biocontrole por Trichoderma, pois T. viride apresentou maior potencial antagdnico contra as
racas 81 e 83 e T. koningii foi mais eficiente contra a raga 65,enquanto que T. virens apresentou menor antagonismo em
relacéo as ragas 65, 81 e 83 do patégeno estudado.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum; biocontrole; fitopg&nos.

IN VITRO ANTAGONISM OF Trichoderma spp. AGAINST CAUSAL AGENT OF ANTHRACNOSE IN COMMON BEAN

ABSTRACT

The genus Trichoderma has confirmed biocontrol potential against certain fungal diseases of plants. Formulated products with
Trichoderma basis possess the beneficial properties of its constituents that demonstrate its effectiveness against pathogens.
The objective of this study was to evaluate (in vitro) the biocontrol of 65, 81 and 83 Colletotrichum lindemuthianum races that
causes anthracnose in beans by four species of Trichoderma. Mycelial growth was tested by a dual culture technique with
Trichoderma versus C. lindemuthianum species, which were placed oppositely in Petri dishes containing Potato Dextrose Agar
(PDA). The experimental design was completely randomized with three replications and four treatments. The averages were
obtained of diameter of mycelial fungal colonies and submitted to analysis of variance and Tukey's test with significance of 5%.
The results showed the possibility of biocontrol by Trichoderma, due to T. viride showed higher antagonistic potential against
races 81 and 83 and T. koningii was more effective against the race 65, while T. virens showed less antagonism to the races
65, 81 and 83.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum; biocontrol; plant pathogens.

INTRODUQAO ‘ Cavara 1889,A é.a doencga foliar fingica com
maior importancia dessa cultura (2,3). Em
condicbes favoraveis pode apresentar alta
severidade e dificil controle, sendo capaz de
reduzir significativamente o rendimento da

cultura, principalmente se o estabelecimento
da doenga ocorrer ainda na fase vegetativa,

Os fungos do género Colletotrichum
representam uns dos mais frequentes
microrganismos fitopatogénicos do mundo,
desenvolvendo-se principalmente nas regifes
tropicais e subtropicais e causando doencas tendo em vista sua facil transmiss&o por meio

de gxpressao, economica —em - cereais, de sementes e restos das culturas infectadas
hortalicas, frutiferas e culturas perenes, 4)

incluindo indmeras leguminosas (1).

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) &
uma leguminosa de carater fundamental para
a nutricdo dos brasileiros, sendo uma das

A antracnose do feijoeiro comum,
causada pela  espécie Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi &
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principais fontes de proteina, vitaminas, fibras,
ferro e zinco, e juntamente com o arroz,
compbe a refeicdo base para as principais
necessidades nutricionais diarias (5,6).

Com o aumento significativo da
populacio mundial a agricultura vem
enfrentando exigéncias cada vez maiores tanto
pela qualidade dos produtos quanto pela
quantidade da producéo, devido a demanda
populacional que tende a aumentar, e aos
agroquimicos ainda muito utilizados que
propiciam a degradacdo do ambiente,
atingindo diretamente o habitat e as espécies,
0s organismos benéficos e o proprio homem

(7).

Um fendbmeno ecolégico que passou a
ser utilizado pelo homem como ferramenta no
combate de doencas e pragas € o controle
biologico, sendo uma alternativa a sociedade
que pressiona 0 mercado pela oferta de
alimentos mais saudaveis e livres de residuos
de agrotéxicos, também causando danos
menores ao ambiente (8).

Segundo Cook e Baker (9) controle
biolégico é a reducdo da densidade de
inoculos ou das atividades determinantes da
doenca realizada por/ou através de um ou
mais organismos que ndo o homem.
Basicamente é uma forma natural de controle
de organismos considerados prejudiciais pela
acdo de outros organismos considerados
benéficos como, antagonistas e inimigos
naturais (10).

Fungos do género Trichoderma sao de
grande importancia econOmica para a
agricultura, uma vez que sdo capazes de atuar
no controle de doencas de varias culturas,
promotores de crescimento, e indutores de
resisténcia de plantas a doencas (11).
Algumas espécies desses fungos vém
recebendo grande atencdo da pesquisa por
sua versatilidade de agédo, ja que as mesmas
sdo capazes de produzir substancias
antifingicas (antibioticos) e também enzimas
que degradam paredes celulares de outros
fungos, além de apresentarem diversidade
estratégica de sobrevivéncia, o que as tornam
altamente competitivas no ambiente, e garante
extraordinaria capacidade de proliferacdo na
rizosfera (12).

A eficiéncia do género Trichoderma
vem sendo demonstrada em trabalhos de
laboratério, casa de vegetacdo e campo,

mostrando-se um efetivo biocontrolador de
patégenos em diferentes situacbes e para
diferentes  patdgenos, como resultados
relatados por (5,12,13,14,15,16,17,18). Diante
dos bons resultados, inUmeras empresas ja
estdo produzindo e comercializando produtos
formulados a base de isolados de Trichoderma
spp. (19), o que é considerado vantajoso por
sua facil obtencéo e aplicacdo, junto ao baixo
risco ambiental (5).

Contudo, a capacidade de inibir o
desenvolvimento de fungos patogénicos e
seus mecanismos antagonicos € influenciada
pelo tipo de solo, condi¢cdes de temperatura e
umidade e também pela microflora associada
(20).

Considerando que o0 interesse por
produtos naturais advindos de plantas e/ou
microrganismo tem sido crescente e o0s
estudos e pesquisas tem sido intensos em
diversos paises almejando a possibilidade de
atividades antifingica positiva, e pelo
Trichoderma ser um género flngico com
potencial de biocontrole de diversos
fitopatégenos que afetam as plantas o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial
antagobnico in vitro de Trichoderma harzianum
(Rifai 1969), T. koningii (Oudeman 1902), T.
viride (Pers. 1794) e T. virens (J. H. Mill,
Giddens & A. A. Foster; Arx 1987), sobre as
racas 65, 81 e 83 de Colletotrichum
lindemuthianum, visando sua utilizacdo como
agente de controle bioldgico da antracnose do
feijoeiro comum.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo dos patdgenos e antagonistas

As racas 65, 81 e 83 do patégeno C.
lindemuthianum (Sacc. & Magnus; Briosi &
Cavara 1889) utilizadas nos experimentos,
foram cedidas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Arroz e
Feijdo (Goiania, GO).

Os Agentes de Controle Bioldgico
(ACBs) avaliados foram  Trichoderma
harzianum (MMBF 64/09), Trichoderma virens
(MMBF 65/09), Trichoderma koningii (MMBF
62/09) adquiridas do banco de linhagens do
Instituto Bioldgico de Sao Paulo e Trichoderma
viride  procedente do laboratério de
Biotecnologia da Universidade Paranaense
(Campus Toledo, PR). A escolha dos micro-
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organismos ocorreu, apos um levantamento
bibliografico e constatacdo do efeito
antagbnico em  diversos fitopatdgenos
causadores de doencas em plantas.

Antagonismo entre  Trichoderma spp. e
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magnus; Briosi & Cavara 1889) em cultivo
pareado

Para avaliar o antagonismo de
Trichoderma contra C. lindemuthianum,
realizou-se o teste do pareamento de culturas
em disco de Agar, segundo a metodologia
descrita por Dennis e Webster (21) em placas
de Petri de nove cm de didmetro, contendo
meio de cultivo BDA. Fragmentos de agar de
seis mm? contendo estruturas fungicas do
patbgeno e antagonista (T. harzianum, T.
virens, T. viride, T. koningii) foram colocados a
0,5 cm de distancia da borda da placa de Petri,
em lados opostos. Como testemunha, usou-se
0 patégeno cultivado isoladamente, colocando-
se um disco de micélio de cinco mm de
didmetro no centro de cada placa. As placas
foram mantidas em cémera de germinacdo
tipo BOD incubadas com temperatura de 28°C
e fotoperiodo de 12 h, por 16 dias. O
antagonismo dos isolados foi avaliado por
meio da medicdo do didmetro ortogonal das
colénias com auxilio de um paquimetro em
dois eixos ortogonais (média das duas
medidas diametricamente opostas), no 4°, 8°,
12° e 16° dia apo6s inoculacdo. Para o célculo
da porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial foi aplicada a formula proposta por
Menten et al. (22), na qual:

. (crtest —crtrat)
0% inibiCao = X100
crtest
onde: crtest = crescimento radial da
testemunha; crtrat = crescimento radial do

tratamento.

&

O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e quatro repeticdes, sendo que,
cada parcela foi representada por quatro
placas de Petri. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey de
significancia a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, as médias
do crescimento micelial da raca 65 de C.
lindemuthianum, submetido ao cultivo pareado
com quatro espécies do género Trichoderma,
percebe-se que houve diferenca estatistica
somente quando submetido ao antagonista T.
koningii, os demais antagonistas nao diferiram
entre si, embora, tenha diferido do controle no
décimo sexto dia. Constatou-se que ndo houve
diferenca estatistica entre os antagonistas T.
harzianum e o T. viride. O Trichoderma
koningii vem sendo relatado como um agente
eficaz no biocontrole de doencas de plantas
como Pyrenophora tritici-repentis (Died.)
Drechsler, 1923; Metcalf e Wilson (23),
Sclerotium cepivorum Berk., 1841; Escande et
al. (24) e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary, 1884. Perell6 et al.(25).

Estudando a avaliagdo dos confrontos
diretos com Alternaria alternata Medeiros et al.
(26) demostraram que o0s isolados de
Trichoderma koningii reduziram
significativamente o crescimento de Alternaria
alternata. (Fr.) Keissl, 1912. Paez et al. (27)
também identificaram que o efeito antagénico
de divesos isolados de T. Koningii sobre
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici W.C.
Snyder & H.N. Hansen, 1940. No entanto,
segundo Xiao-Yan et al. (28) o conhecimento
biologico e propriedades de controlede
T.koningii ainda séo insuficientes.

Tabela 1. Média de crescimento micelial (cm) de Colletotrichum lindemuthianum, raga 65 na presenca de quatro espécies

de Trichoderma avaliado por meio da técnica de pareamento.

Antagonista Raca 65

4° dia 8° dia 12° dia 16° dia
T. harzianum 1,17 bc 1,17 bc 1,17 bc 1,17 bc
T.koningii 1,03c 1,03c 1,03c 1,03c
T. viride 1,17 bc 1,12 bc 1,12 bc 1,12 bc
T. virens 1,27 bc 1,77 bc 1,77 bc 1,77 bc
Controle 1,37 bc 1,96 bc 2,70 ab 4,00 a

*/Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Otadoh et al. (29) estudaram o efeito
biocontrolador de Trichoderma sobre Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli J.B. Kendr. & W.C.
Snyder 1942, e concluiram o efeito de T.
reesei E.G. Simmons 1977 com 32,2% de
inibicdo, seguido de T. koningii e T. atroviride
P. Karst. 1892 ambos com 28,8%

Na Tabela 2 encontram-se as médias
do crescimento micelial de C. lindemuthianum
raca 81 submetido ao cultivo pareado das

mesmas espécies de Trichoderma. Os
resultados mostram a diferenca estatistica
significativa no décimo sexto dia em relacdo ao
controle, mas ndo em relagdo as espécies de
Trichoderma entre si. Pode—se inferir que as
quatro espécies de Trichoderma utilizadas sao
indicadas estatisticamente como tratamentos
similares.

Tabela 2. Média de crescimento micelial (cm) de Colletotrichum lindemuthianum, raga 81 na presenca de quatro espécies

de Trichoderma avaliado por meio da técnica de pareamento.

Antagonista Raca 81

4° dia 8° dia 12° dia 16° dia
T. harzianum 1,10*b 1,20b 1,20b 1,20b
T.koningii 1,13 b 1,13 b 1,13 b 1,13 b
T. viride 1,06 b 1,06 b 1,06 b 1,06 b
T. virens 1,10 b 1,23 b 1,23 b 1,23 b
Controle 1,20b 1,80 b 2,64 b 3,80 a

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

Padder et al.(7), analisando
antagonismo de trés bioagentes (Trichoderma
viride, T. harzianum e Gliocladium virens)
contra o C. lindemuthianum, obtiveram a
maxima inibigdo de T. viride (69,21%), seguido
por T. harzianum (64,20%) e concluiram que
todos os trés fungos antagonistas causardo
inibicdo significativa do crescimento micelial
variando de 57,45 a 69,21%.

Para a raga 81, as quatro espécies de
Trichoderma demonstraram ter o mesmo efeito
antagbnico. Esse indicativo pode ser devido a
producdo de antibidticos das espécies de
Trichoderma, tais como gliovirina, gliotoxina,
viridina, pironas e peptaibols (30).

Pode-se inferir que as quatro espécies
de Trichoderma utilizadas sé&o indicadas
estatisticamente como tratamentos similares,
pois ndo houve diferenca significativa de
crescimento micelial no 16° dia em relagéo ao
controle.

Estudo realizado por Almeida (16) ao
avaliar o antagonismo de Trichoderma viride
sobre fungos fitopatogénicos, em fruteiras
tropicais, pode constatar que o antagonista
colonizou e produziu esporos sobre a maioria

das colbnias de C. gloeosporioides, C. musae,
Cercospora musae e Asperioporium caricae,
sendo que o0s ensaios conduzidos em
condicbes de laboratério confirmaram a agéo
antagobnica dos isolados de T. viride reduzindo
o crescimento do Colletotrichum nas culturas
testadas, 0 mesmo pode ser observado nesse
trabalho.

Ao avaliar a atividade antagbnica de
Trichoderma spp. ao fungo Phytophthora
citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian,
1906; Silva et al. (15), constataram que T.
virde e T. virens apresentaram maior
antagonismo ao patégeno estudado, e o
isolado de T. harzianum foi o que apresentou
menor antagonismo.

Em relagéo ao crescimento micelial de
C. lindemuthianum raca 83, submetido ao
cultivo pareado de quatro espécies de
Trichoderma, demonstra que as quatro
espécies do género Trichoderma utilizadas
apresentam inibicdo estatisticamente
equivalentes, apresentando assim potencial de
biocontrole (Tabela 3).
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Tabela 3. Média de crescimento micelial (cm) de Colletotrichum lindemuthianum, raga 83 na presenca de quatro espécies

de Trichoderma avaliado por meio da técnica de pareamento.

Antagonista Raca 83

4° dia 8° dia 12° dia 16° dia
T. harzianum 1,15%b 1,15b 1,15b 1,15b
T. koningii 1,26 b 1,26 b 1,26 b 1,27 b
T. viride 0,97 b 0,97 b 0,97 b 0,97 b
T. virens 1,20b 1,43b 1,43b 1,43b
Controle 1,24 b 2,57b 3,03 ab 5,00 a

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

Verifica-se que houve resultado
significativo a partir do 12° dia analisado, e
percebe-se a atividade de biocontrole pelas
quatro espécies de Trichoderma in vitro frente
ao patégeno C. lindemuthianum raca 83 no 16°
dia quando comparado ao controle do
patégeno (Tabela 3), sendo que o T. viride que
apresenta maior antagonismo sobre a raca 83
do patégeno.

Padder e Sharma (31) avaliaram o
efeito antgbnico dos bioagentes Trichoderma
viride, Trichoderma harzianum, Trichoderma
hamatum e Gliocladium virens sobre o
patégeno  Colletotrichum  lindemuthianum,
conduzidas in vitro, que revelaram inibicdo
maxima do crescimento micelial em cultivo
pareado (59,48%) e da placa invertida
(55,98%) com T. viride. E afirmaram que todos
0s bioagentes cresceram por cima do
patégeno.

Estudo realizado por Padder et al. (7)
verificaram que T. viride, T. harzianum e T.
virens em teste in vitro e in vivo apresentaram
maxima inibicdo de crescimento micelial de
placa invertida com T. viride.

Carvalho Filho (32) observou
alteracdes morfolégicas em hifas e inibicdo no
crescimento micelial, em folhas destacadas de
eucalipto com o patégeno Cylindrocladium
scoparium sendo assim o0s isolados de
Trichoderma utilizados conferiram protecdo
contra a doenca. O mesmo autor também
observou inibicdo do crescimento micelial
quando confrontados em cultivo pareado,
apresentando grau maximo de inibi¢éo,
reduzindo o crescimento do patégeno sobre as
placas, sendo que o Trichoderma harzianum
apresentou maior potencial de biocontrole.

Ao comparar quatro espécies de
Trichoderma Bomfim (14), constatou que todos
0os isolados avaliados foram eficientes no

biocontrole de Rhizopus stolonifer, sendo que,
o T. virens e T. stromaticum proporcionaram
uma menos acdo antagbnica no crescimento
micelial quando comparados com T. viride e T.
harzianum que proporcionaram uma maior
acdo antagbnica. Segundo o autor, a menor
acdo antagbnica nos tratamentos pode ser
resultado de uma maior competicdo pelos
nutrientes do meio, ou uma menor produ¢éo
de protease e cisteina, enzimas produzidas
pela espécie Trichoderma que inativam a
capacidade enziméatica do fitopatdgeno.

Dennis e Webster (21) relatam que o
antagonismo de Trichoderma spp. € explicado
pela producdo de antibiéticos, de amplo
espectro, tais como gliotoxina, viridina,
trichodermina, suzucacilina, alameticina e
dermadina, que tém a capacidade de inibir o
desenvolvimento de outros fungos. Além de
antibioticos, esse microrganismo produz
enzimas, como celulase e hemicelulase, as
qguais degradam materiais lignoceluloliticos e
causam lise na parede de células de fungos
patogénicos (33).

Sendo assim o uso do controle
biolégico mostra-se uma alternativa
promissora (5) sendo o Trichoderma spp. o
agente de biocontrole. O antagonista
Trichoderma ja existe no solo naturalmente, é
um agente biol6égico que possui propriedades
benéficas (19), esse género flngico constitui
um grande potencial agente de controle da
antracnose em feijoeiro atuando no micélio do
fungo e em sua estrutura de resisténcia. O
antagonista Trichoderma apresenta
caracteristicas que possibilitam o seu uso em
programas de controle biolégico, de patégenos
da cultura do feijoeiro, sendo o mesmo
incorporado ao solo junto ao substrato que
serve de base alimentar e favorece a sua
multiplicacdo ou utilizado no tratamento de
sementes, contribuindo com a germinacéo e
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também como promotor de crescimento (13,
34, 17).

CONSIDERAGOES FINAIS

Nas condicbes em que o estudo foi
realizado pode-se concluir que isolados de
Trichoderma spp. foram capazes de inibir o

crescimento micelial do fungo Colletotrichum
lindemuthianum, sendo que T. viride
apresentou maior antagonismo contra as ragas
81 e 83 e o T. koningii contra a raca 65,
enquanto que T. virens apresentou menor
antagonismo em relacdo as racas 65, 81 e 83
do patoégeno estudado.
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