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Resumo: O feijdo fava (Phaseolus lunatus L.) é uma das culturas de maior importancia socioecondmica para
a regido Nordeste do Brasil, por ser bem adaptada as condi¢des edafoclimaticas do Semiarido. Apesar disso,
essa cultura apresenta baixa produtividade e varios sdo os fatores que podem estar associados a isso, como a
ocorréncia de doencas, entre elas a antracnose, causada pelo Colletotrichum truncatum. Este trabalho teve o
objetivo de avaliar o controle de Colletotrichum truncatum in vitro da cultura do feijao-fava por isolados de
Trichoderma spp. O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia, da Universidade Federal da
Paraiba, Campus Il, Areia — Paraiba. Os isolados de Trichoderma spp. (LafitT01, LafitT02, LafitT03,
LafitTO4 e LafitTO5) e Colletotrichum truncatum utilizados neste trabalho pertencem a Colecdo de
Microrganismo do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal da Paraiba, Areia, Paraiba. Os
isolados foram inicialmente confrontados in vitro com o patégeno em testes de cultura pareada e antibiose a
25°C, com os resultados do crescimento micelial foi calculado a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PIC) do patégeno e a taxa de crescimento micelial. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 6 tratamentos e 6 repeticGes. Detectou-se acdo antagdnica de todos os isolados de
Trichoderma sobre o crescimento micelial, porcentagem de inibi¢do e taxa de crescimento micelial de C.
truncatum no teste de confronto direto e antibiose, quando comprado com a testemunha. Todos os 5 isolados
de Trichoderma spp. foram agrupados na classe 1, sendo considerados altamente eficiente no controle do
patégeno. A producdo de metabdlitos volateis € um mecanismo de agdo comum a todos esses isolados.

Palavras-Chave: Phaseolus lunatus, controle bioldgico, antagonismo, antracnose.
Introducéo

O feijdo fava (Phaseolus lunatus L.) é considerada uma das culturas de maior importancia
econdmica e social para a regido Nordeste do Brasil (Santos et al., 2008), onde constitui uma
importante alternativa de renda para pequenos produtores que praticam a agricultura familiar, bem
como fonte alimentar para populacdo devido ser nutricionalmente rica, principalmente em
proteinas, o que a faz ser utilizado tanto na dieta humana como animal (Oliveira et al., 2004). Além
disso, essa leguminosa também pode ser usada como adubo verde e cobertura solo (Pegado et al.,
2007).

Mesmo sendo uma cultura bem adaptada as condi¢6es edafocliméticas da Regido Nordeste a
mesma apresenta baixa produtividade e varios sdo os fatores que podem estar associados a isso,
como a ocorréncia de doencas (Silva et al., 2014). Dentre as doencas que acometem o feijdo fava no
seu cultivo e que pode estar associados a baixa produtividade, a antracnose, causada pelo

Colletotrichum truncatum é encontrada com frequéncia em campos de producdo no Estados de
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Alagoas, Ceard, Paraiba, Pernambuco e Piaui (Carvalho, 2009), havendo a necessidade de adogédo
de medidas que possam controlar ou minimizar os impactos negativos desse microrganismo nos
campos de cultivo.

Apesar da eficiéncia do tratamento quimico no controle de patdgenos de plantas, seu uso
vem perdendo expressédo, devido custo elevado, impactos negativos sobre o ambiente, animais e
homem, procura por alimentos sem residuos de agrotoxicos pelo mercado consumidor e surgimento
de patdgenos resistentes (Hillen et al., 2012). Com isso, pesquisadores tém buscado por métodos
eficientes de manejo de doencas baseados na utilizacdo de controle bioldgico, a partir do emprego
de Trichoderma spp. (Carvalho et al., 2011; Lazarotto et al., 2013; Pereira et al., 2014).

O Trichoderma spp., compreende fungos de vida livre, que se reproduzem
assexuadamente, presentes com mais frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical
(Machado et al., 2012). Esse microrganismo atua no controle de diversos fitopatdogenos por
diferentes mecanismos de acdo, como antibiose, micoparasitismo, producéo de enzimas que degrada
a parede celular, competicdo por nutrientes e substrato e indutores de resisténcia (Pereira et al.,
2014). Além disso, sdo caracterizados por serem resistentes a substancias toxicas produzidos por
outros microrganismos, tolerantes a diferentes tipos de fungicidas (Daryaei et al., 2016) e nao
causam doencas em plantas, com isso, 0s tornam de elevado interesse para uso como agente de
controle bioldgico de fitopatogenos.

Diante disso, este trabalho teve o objetivo de avaliar o controle de Colletotrichum truncatum

da feijao-fava in vitro por isolados de Trichoderma spp.

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia, do Departamento de
Fitotecnia e Ciéncias Ambientais (DFCA), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Campus Il, localizado no municipio de Areia, Paraiba.

Os isolados de Trichoderma spp. (LafitTOl1, LafitTO2, LafitT03, LafitT04 e LafitTO5) e
Colletotrichum truncatum utilizados neste trabalho pertencem a Colecdo de Microrganismo do
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal da Paraiba, Areia, Paraiba. A selecdo dos
cinco isolados do antagonista e do patogeno para este estudo foi baseado em resultados de ensaios

anteriores.
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Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. sobre C. truncatum em cultura pareada

O patogeno foi repicado trés dias antes do antagonista, opostamente em cada placa Petri,
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As placas foram incubadas a 25°C, com
fotoperiodo de 12h.

Para avaliagdo da eficiéncia do antagonista foram realizadas as seguintes avaliagOes:
consistiram nas medicGes do didametro das colénias do patdgeno, agrupamento dos isolados em
classes, porcentagem da inibicdo do crescimento micelial do patdgeno e taxa de crescimento
micelial do patégeno.

Teste do pareamento de culturas foi realizada através da metodologia de cultura pareada
(Dennis; Webster, 1971). A classificacdo do antagonismo foi de acordo com escala descrita por Bell
et al. (1982), com observacdes realizadas aos 10 dias de cultivo pareado, onde a classe 1:
Trichoderma spp. cresce sobre o0 patdégeno e ocupa toda a superficie do meio; classe 2: Trichoderma
spp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superficie do meio; classe 3: Trichoderma spp. ocupam
aproximadamente metade da superficie do meio; classe 4: Trichoderma spp. cresce sobre 1/3 da
superficie do meio; classe 5: Trichoderma spp. ndo cresce e 0 patdgeno ocupa toda a superficie da
placa.

Foram realizadas medicGes do didmetro da colénia do patdgeno com régua milimetrada, aos
10 dias ap6s incubacdo, em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco repicado da colénia pura,
sendo posteriormente calculada a média.

Com os dados de crescimento micelial foi calculado a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) do patdgeno e a taxa de crescimento micelial (TX), de acordo com as
formulas apresentadas abaixo:

PIC = (Dc-Dt)/Dc x 100

Onde: Dc= diametro da col6nia no tratamento controle;
Dt= didmetro da coldnia em determinada dose.

Tx = Df/ND x 100

Onde: Df= diametro final da col6nia;

ND = numeros de dias de incubacéo.
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Acéo dos metabdlitos volateis dos isolados de Trichoderma spp. sobre C. truncatum

Apos trés dias de crescimento de C. truncatum em meio BDA a 25°C e fotoperiodo de 12h,
bases de outras placas de Petri de tamanho correspondente, contendo o Trichoderma spp. foram
sobrepostas e vedadas com plastico filme transparente. As placas foram incubadas nas condigdes
mencionadas, de forma que as bases superiores fossem aquelas que continham o patégeno. Apos 10
dias, quando a colbnia testemunha (base contendo apenas BDA solidificado) encontrava-se
totalmente colonizada, mediu-se o didmetro das col6nias de C. truncatum.

Com os dados de crescimento micelial foi calculado a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) do patégeno e a taxa de crescimento micelial (TX), de acordo com as
formulas ja descritas anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). As médias
foram comparadas pelo teste de Scort-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando software

estatistico Sisvar versdo 5.4 (Ferreira, 2010).

Resultados e discussao

Detectou-se acdo antagbnica dos isolados de Trichoderma sobre o crescimento micelial,
porcentagem de inibicdo e taxa de crescimento micelial de C. truncatum no teste de confronto
direto, sendo a interacdo significativa, quando comparada com a testemunha. Todos os 5 isolados
de Trichoderma spp. foram agrupados na classe 1, ou seja, 0S mesmo cresceram sobre o patégeno e
ocuparam toda a superficie do meio (Tabela 1). Além de colonizar eficientemente o meio,
constatou-se que 0s mesmos produziram esporos em abundancia sobre as col6nias de C. truncatum.
E esse resultado se deve, possivelmente, a competi¢do por espaco e nutrientes presentes no meio de

cultura e/ou ao hiperparasitismo.

Tabela 1 - Crescimento de Colletotrichum truncatum em cultivo pareado com isolados de
Trichoderma spp., classificacdo dos isolados quanto ao antagonismo, segundo escala de Bell et al.
(1982), porcentagem de inibicédo (PIC) do patogeno e taxa de crescimento micelial (TX).

Tratamento Crescimento de Colletotrichum truncatum Classificacao Pl TX
(cm) (%) (%)

(83) 3322.3222
contato@conidis.com.br

www.conidis.com.br



COHGREERD IMTERMATIRHAL DA

DIVERSIMADE 0 SEWIARIDG

Ny Il CONIDIS

Testemunha 8,00a - - 79,7a
LafitTO1 3,49b 1 56,2b 34,9b
LafitT02 2,63c 1 67,0a 26,3cC
LafitT03 2,53cC 1 68,2a 25,3C
LafitT04 2,66¢ 1 66,6a 26,6¢
LafitT05 2,44c 1 69,3a 24,4c
CV (%) 3,8 - 2,7 3,8

Gava; Menezes (2012) também constataram potencial antagbnico de T. koningii e T.
polysporum no controle de patdgenos de solo na cultura do meloeiro, onde verificaram maior
numero de plantas e, consequentemente, uma maior produtividade de frutos. Esses mesmos autores
observaram que esses isolados colonizaram ativamente a rizosfera tornando esse ambiente indspito
para 0 crescimento de microrganismos patogénicos. O uso de bioformulados a base de T.
harzianum, foram eficientes na reducdo da podriddo branca, causada por Sclerotium cepivorum em
alho (Allium sativum L.) (Mahdizadehnaraghi et al., 2015). Semelhantemente, Sbravatti Junior et al.
(2016) constataram que Trichoderma atroviride reduziu a severidade do mofo cinzento (83,5%),
causado por Botrytis cinerea em mudas de Eucalyptus benthamii. De acordo com Vinalle et al.
(2008) esses microrganismos promovem a protecao das plantas através da eliminacédo de propagulos
de patégenos por micoparasitismo, producdo de metabolitos antibioticos e enzimas liticas ou pela
competicdo por nutrientes e ainda podem atuar como indutores de resisténcia.

Pelo teste de antibiose foi possivel quantificar a producdo de metabdlitos volateis
de Trichoderma spp., quem ndo permitiram o crescimento de C. truncatum no meio (Tabela 2).
Verificou-se diferenca significativa dos isolados na reducdo do crescimento micelial, porcentagem
de inibicdo do patégeno e na taxa de crescimento micelial, quando comparados com a testemunha

no teste de metabdlitos volateis, as quais ndo diferirem entre si.

Tabela 2 - Efeito inibidor de metabdlitos volateis de Trichoderma spp. sobre o crescimento

micelial, porcentagem de inibicdo (PIC) e taxa de crescimento micelial (TX) de Colletotrichum

truncatum.
Tratamento Crescimento de Colletotrichum truncatum Pl TX
(cm) (%) (%)
Testemunha 8,00a - 83,5a
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LafitTol 1,75b 79,0a 17,5b
LafitT02 1,85b 77,8a 18,5b
LafitT03 2,11b 74,7a 21,1b
LafitT04 1,36b 83,7a 13,6b
LafitTo5 1,72b 79,3a 17,2b
CV (%) 16,67 7,79 16,67

A primeira etapa para avaliacdo da capacidade de biocontrole de Trichoderma spp. € a
caracterizacdo potencial antagonista desses microrganismos (Mbarga et al., 2012). E esse potencial
ja foi constatado em inUmeras pesquisas sobre diversos patdgenos, em varias culturas. Martini et al.
(2014) constataram a producdo de metabdlitos volateis por Trichoderma spp., usados para inibir o
desenvolvimento de Fusarium sp. e Bipolaris oryzae na cultura do arroz. Carvalho et al., 2014,
observaram uma reducgéo significativa da incidéncia de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pela
acdo de T. harzianum, com colonizagdo da superficie da sementes e hipocoétilo pelo antagonista,
sendo esta, segundo os autores, a principal caracteristica para selecdo de potenciais agentes de
biocontrole.Na figura 2A, podemos observar o crescimento de Trichoderma spp. sobre a colénia de
C. truncatum no teste de confronto direto e na figura 2B o efeito inibitorio do metabolitos volateis
produzidos por esses antagonista sobre o crescimento micelial do patdgeno.

Figura 2. Antagonismo de Trichoderma spp. contra Colletotrichum truncatum, apds o teste de
confronto direto (A) e acdo dos metabolitos volateis (B). Al até A5: Zona de contato de
Colletotrichum truncatum com UFPBO01, UFPB02, UFPB03, UFPB04 e UFPBO05, respectivamente
no teste de confronto direto. A6: Crescimento micelial répido e esporulacdo densa de
Colletotrichum truncatum. B1 até B5: Crescimento micelial de Colletotrichum truncatum sobre
acdo dos metabolitos volateis produzidos por UFPB03, UFPB04, UFPB05, UFPBO01, UFPBO02,
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respectivamente. B6: Crescimento micelial rapido e esporulacdo densa de Colletotrichum
truncatum.

Embora ja se tenha comprovado a eficiéncia do efeito antagonista de Trichoderma spp. para
diversos fungos fitopatogénicos, no Brasil, ainda é pouco usado o controle bioldgico, devido a
limitada disponibilidade de produtos comerciais a base desse fungo com registro no Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Apesar dos esfor¢os de pesquisadores, a difusdo de
conceitos, vantagens e acdes dos produtos biolégicos ainda € incipiente, o que possibilita a
manutenc¢do da hegemonia do uso de produtos quimicos (Machado et al., 2012). Além disso, ainda
h& uma caréncia de respostas acerca das interagcdes entre antagonistas e o patossistemas da cultura
da fava. A realizacdo de testes em laboratdrio e casa de vegetacdo e a selecdo de novos isolados de
Trichoderma spp. obtidos na nossa Regido, adaptados as condi¢fes do Semiarido é imprescindivel
na busca por novas perspectivas para emprego do controle bioldgico no manejo de doencas

causadas por diversos patdgenos em diversas culturas.

Conclusodes

Os isolados de Trichoderma spp. testados possuem acéo antagonista contra Colletotrichum
truncatum. A producdo de metabdlitos volateis € um mecanismo de acdo comum a todos esses
isolados.

Evidencia-se a necessidade de testar esses isolados de Trichoderma spp. em condi¢des de
casa de vegetacdo e de campo, para comprovar seu potencial como agentes de biocontrole da

antracnose em feijao-fava, causada por C. truncatum.
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