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Controle bioldgico da podridao radicular
em plantas de limao Cravo
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de 15 isolados de Trichoderma no controle
da podridao radicular causada por Phytophthora parasitica em plantas de limao Cravo. Dentre os
isolados de Trichoderma testados, 60% inibiram o patégeno em cultivo pareado e produziram
enzimas capazes de degradar a celulose presente no meio de cultura. 7. pseudokoningii ACB-
37, T. virens ACB-32, T. aureoviride ACB-33 e T. viride ACB-14 inibiram o patdgeno e
foram avaliados quanto a capacidade de controlar a doenga em casa-de-vegetacdo. A adigdo
de suspensdo (10° esporos.!) dos isolados ACB-37, ACB-32 e ACB-33, separadamente, ao
substrato de cultivo das plantas controlou os danos causados pela doenga, promovendo o
desenvolvimento das plantas. Conclui-se que os isolados de 7 ACB-37, ACB-32 ¢ ACB-33 sdo
promissores agentes de biocontrole da podridao radicular causada por P. parasitica em plantas
de limao Cravo.

Termos para indexacao: Phytophthora parasitica, Citrus limonia, Trichoderma, gomose.
SUMMARY
Biological control of root rot in Rangpur lime plants

The aim of this work was to evaluate the potential of 15 isolates of Trichoderma on
the control of root rot caused by Phytophthora parasitica in Rangpur lime plants. Among the
isolates evaluated, 60% inhibited the pathogen in dual culture and produced enzymes capable of
degrading cellulose present in the culture medium. 7. pseudokoningii ACB-37, T. virens ACB-
32, T aureoviride ACB-33, and T. viride ACB-14 inhibited the pathogen and were evaluated
for their ability to control the disease under greenhouse conditions. Suspensions (10° spores.™)
of the strains ACB-37, ACB-32 and ACB-33, added separately, onto the substrate in the pots
controlled the damage caused by the disease and increased plant development. It is concluded
that these three isolates of Trichoderma are promising biocontrol agents of root rot caused by P,
parasitica in plants of Rangpur lime.

Index terms: Phytophthora parasitica, Citrus limonia, Trichoderma, gammosis.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa importante papel no agronegocio,
com destaque na citricultura. Constitui-se no maior pro-
dutor e exportador de suco de laranja do mundo, espe-
cialmente o estado de Sao Paulo, cuja produgdo no ano
de 2009 foi 18.542.989 toneladas (Agrianual, 2010).
Entretanto, embora pujante, a cultura ¢ afetada por va-
rias doencas. Neste contexto, destaca-se o complexo
resultante de infecgdes causadas por oomycotas, espe-
cialmente os do género Phytophthora. De ocorréncia
em todas as regides que cultivam citros, as doengas cau-
sadas por Phytophthora spp. sao comumente manifesta-
das por meio de lesdo no caule e de podridao de raizes e
radicelas. No Brasil, a principal espécie ¢ Phytophthora
parasitica Dastur (Feichtenberger et al., 2005).

O controle das doencas causadas por Phyto-
phthora spp. deve ser preventivo, utilizando-se mudas
sadias e porta-enxertos resistentes ou tolerantes. De for-
ma preventiva ou curativa o controle quimico ¢ empre-
gado por meio da utilizagdo de fosfitos e dos fungicidas
fosetyl-Al e metalaxyl (Feichtenberger et al., 2005).
Entretanto, além dos custos elevados, o uso indiscrimi-
nado de fungicidas na agricultura pode causar inumeros
efeitos deletérios a0 meio ambiente (Morandi & Bettiol,
2009). Em razdo disso, novas alternativas de controle
sdo estudadas, com destaque aquelas que sejam mais
compativeis aos agroecossistemas, poupadora de capi-
tal e sobretudo que mantenha solidamente o carater de
sustentabilidade. Neste contexto, o controle biologico,
por meio da utilizagdo de microrganismos antagdnicos
ao patdgeno tem merecido especial atengdo, e em va-
rias interagdes tem-se mostrado eficiente (Kupper et al.,
2003; Kupper et al., 2009; Bettiol et al., 2009).

O objetivo do trabalho foi realizar a bioprospec-
¢do de isolados de 7. spp., provenientes de pomares ci-
tricos do Estado de Sao Paulo, no controle da podridao
de raizes, causada por P. parasitica, em condi¢des de
casa-de-vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O isolado de P. parasitica (LRS 32/02) utilizado
nos experimentos foi fornecido pelo Dr. Eduardo
Feichtenberger (Instituto Biologico, Regional de
Sorocaba). A obtencdo do isolado foi a partir de
amostras de viveiro (substrato/raizes), pelo método de

1sca,no ano de 2002. A escolha doisolado LRS 32/02 foi
realizada apos arealizacdo de teste de patogenicidade na
FCAV/UNESP, em plantulas de limao Cravo, por meio
da inoculag¢ao no colo das plantas. Quinze isolados
de T. spp. (T aureoviride ACB-03, ACB-33, ACB-34,
ACB-36 ¢ ACB-39; T koningii ACB-05, ACB-35 ¢
ACB-38; T harzianum ACB-04, ACB-30 e ACB-31;
T virens ACB-32; T. viride ACB-14; T. pseudokoningii
ACB-37 e T sp. ACB-40), inicialmente avaliados para
o controle da queda-prematura dos frutos citricos,
foram testados como potenciais agentes de biocontrole
de P parasitica em condigdes in vitro. Os isolados
foram obtidos por Moretto et al. (2001) a partir de solo
cultivado com plantas citricas de diferentes regioes do
Estado de Sao Paulo e identificados morfologicamente
no Laboratdrio de Micologia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco.

Para a avaliacdo da influéncia de 7. spp. no
crescimento micelial de P. parasitica foi realizado o
pareamento dos isolados. Discos com 4 mm de dia-
metro de colonias de P. parasitica, com sete dias de
idade, foram colocados em placas de Petri contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Quatro dias apos,
discos de coldnias de 7. spp. foram transferidos para
essas placas a 70 mm de distancia do disco de P. pa-
rasitica, sendo as culturas incubadas em estufa para
BOD a 30 °C durante seis dias. A avaliagdo da produ-
¢do de metabolitos toxicos produzidos por 7. spp. foi
realizada por meio da adigdo do meio fermentado pe-
los antagonistas, que inibiram o crescimento micelial
do fitopatdégeno em cultivo pareado (7. pseudokonin-
gii ACB-37, T. virens ACB-32, T. koningii ACB-38
e T’ viride ACB-14), ao meio de crescimento para P.
parasitica. Para tanto, seguiu-se metodologia adap-
tada de Frighetto & Melo (1995). As culturas foram
incubadas em estufa para BOD a 25°C, durante quatro
dias. A avaliacdo da capacidade de 7. spp. em degra-
dar a celulose presente no meio de cultura foi realiza-
da utilizando-se metodologia descrita por Hendricks
et al. (1995); sendo os isolados de 7. spp. cultivados
em meio de cultura especifico e acondicionados em
estufa para BOD a 25°C, durante cinco dias. Para a
melhor visualizagdo do halo de agdo da enzima celu-
lase ao redor da coldnia, as culturas foram cobertas
com solucdo HCI a 0,5 M por 15 min. Adotou-se o
delineamento inteiramente casualizado com cinco re-
peti¢des. O estudo foi conduzido em replicatas, sendo
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tomado como referéncia o valor das médias, as quais
foram, posteriormente, submetidas a analise de vari-
ancia e aplicado o teste de médias.

O ensaio de biocontrole da podriddo radicular
por T. spp. foi realizado com os isolados pré-
selecionados in vitro; sendo esses multiplicados em
placas de Petri contendo meio de aveia-agar por
15 dias em temperatura ambiente. A multiplicagdo
de P parasitica foi realizada em graos de trigo
esterilizados (150 g de graos de trigo acrescido de 90
mL de agua destilada) e acondicionados em sacos de
polipropileno de 24 x 35 cm. Apos dois dias foram
acrescentados no interior dos sacos 65 mL de agua
destilada, os quais foram novamente submetidos a
autoclavagem por mais uma hora a 121 °C. Vinte e trés
discos de 5 mm de didmetro obtidos de colonias do
fitopatogeno cultivado em meio cenoura-agar foram
adicionados a cada saco. As culturas foram incubadas
por quatro semanas, em temperatura ambiente, no
escuro, com agitagdes diarias para homogeneizagao
da colonizagao dos graos de trigo pelo fitopatdgeno.
Plantas de lim3o Cravo (Citrus limonia Osbeck)
com seis meses de idade, acondicionadas em
vasos de 4 L, contendo substrato autoclavado (trés
partes de solo + uma parte de areia + uma parte de
esterco bovino), foram utilizadas no experimento.
O tratamento do solo com os isolados de 7. spp. foi
realizado depositando-se 100 mL de uma suspensdo
contendo 10° esporos.”!, 24 h antes da infestagcdo do
solo com o fitopatdgeno. Para a infestacdo do solo,
10 g de graos de trigo colonizados por P. parasitica
foram adicionados aos vasos contendo as plantas de
limao Cravo. Ferimentos foram realizados nas raizes,
com o auxilio de um bastdo de ferro, para facilitar a
penetracdo do patdgeno. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com dez
repeticdes e sete tratamentos, sendo um tratamento
testemunha; outro com o solo infestado com P
parasitica e os demais tratamentos correspondendo
ao solo tratado separadamente com cada um dos
isolados de 7. spp. mais infestacdo com o patdgeno.
As avaliacOes referentes a altura ¢ a massa seca do
sistema aéreo e radicular das plantas foram realizadas
90 dias apo6s a infestacdo do solo com o fitopatdgeno.
As andlises estatisticas dos experimentos foram
realizadas utilizando-se o programa Estat (UNESP-
Jaboticabal/SP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em cultivo pareado, nove dos 15 isolados de 7.
(ACB-34, ACB-04, ACB-39, ACB-35, ACB-14, ACB-
33, ACB-37, ACB-32 e ACB-38) inibiram o crescimen-
to micelial de P. parasitica, com inibigdes que variaram
de 18,5% a 25,3% (Tabela 1). A redugdo do crescimento
da coldnia de P. parasitica, na presenga de 7. spp., pode
ser atribuida a liberagdo de compostos toxicos e/ou ao
esgotamento de nutrientes do meio de cultura (Tabela
1). Os isolados de 7. spp. ACB 33, ACB 04, ACB 14,
ACB 34, ACB 40, ACB 36, ACB 30, ACB 31 e ACB 35
apresentaram atividade celulolitica, ndo sendo verifica-
da diferenga entre eles (Tabela 1). No teste de produgao
de metabolitos, com excecdo do ACB-14, os isolados
de T ACB-32, ACB-37 ¢ ACB-38 testados produziram
substancias que inibiram o desenvolvimento micelial de
P. parasitica em 62%, 49,6% e 16,6%, respectivamente
(Tabela 2).

A adicdo de T pseudokoningii ACB-37 ao subs-
trato das plantas infestadas com o patdégeno promoveu o
crescimento e o acumulo de matéria seca do sistema aé-
reo das plantas de limao Cravo, quando comparado com
o tratamento com P. parasitica sem o tratamento prévio
com o antagénico. Os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente com relacdo a altura ¢ a massa seca do
sistema aéreo (Tabela 3). A adigdo de 7. pseudokonin-
gii ACB-37, T virens ACB-32 e T. aureoviride ACB-33
protegeu as plantas de limdo Cravo da podridao radi-
cular causada por P. parasitica, proporcionando maior
acumulo de massa seca do sistema radicular, sendo esse
aumento superior ao tratamento com P. parasitica. Os
tratamentos com 7. koningii ACB-38 e T viride ACB-14
ndo protegeram as plantas da diminuicdo da massa do
sistema radicular causada pela doenga (Tabela 3).

Parte dos resultados obtidos in vivo pode ser
comparada com os dados obtidos por May et al.
(2001). Segundo os autores, cinco isolados de 7° spp.
selecionados por meio da técnica de pareamento e de
produgdo de metabolitos, utilizando papel celofane,
foram estudados quanto a capacidade de controlar a
podridao radicular causada por P. parasitica em mudas
de limao Cravo acondicionadas em tubetes. A aplicacdo
de T spp., veiculado ao substrato por meio de farinha
de arroz colonizada, protegeu as plantas da podridao
radicular causada pelo patogeno, eliminando-o do
substrato.
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Tabela 1. Diametro médio do crescimento micelial e avaliagdo da atividade celulolitica de isolados de 7. spp.

Tratamentos Diémetro méd?o do Diametro do halo de
crescimento micelial (cm)* degradacdo da celulose (cm)¥
Phytophthora parasitica 2,37 a -z
T. harzianum ACB-30 2,13 ab 1,48 a
T sp. ACB-40 2,03 ab 1,49 a
T. koningii ACB-05 2,01 ab -
T. harzianum ACB-31 1,98 ab 1,41 a
T aureoviride ACB-36 1,96 ab 1,48 a
T. aureoviride ACB-03 1,96 ab -
T, aureoviride ACB-34 1,93 b 1,50 a
T harzianum ACB-04 1,93 b 1,65 a
T. aureoviride ACB-39 191D -
T. koningii ACB-35 1,85b 1,35 a
T. viride ACB-14 1,85b 1,55 a
T. aureoviride ACB-33 1,85b 1,65 a
T. pseudokoningii ACB-37 1,85b -
T virens ACB-32 1,79 b -
T. koningii ACB-38 1,77b -

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, em analise efetuada com os dados transformados em (x+0,5)"2.

* O diametro médio do crescimento micelial dos microrganismo foi avaliado apos seis dias de incubagéo.

¥ A atividade celulolitica dos isolados foi avaliada apds cinco dias de incubagao.

“ Phytophthora parasitica ndo foi avaliada no ensaio de atividade celulolitica e os isolados ACB 39, 37, 38, 03, 32 e 05 ndo apresentaram atividade celulotitica.

Tabela 2. Diametro médio do crescimento micelial e porcentagem de inibicao de Phytophthora parasitica em meio
de cultura adicionado de metabolitos de isolados de 7. spp.

Tratamentos Diametro médio do Inibi¢ao de
crescimento micelial (cm) P. parasitica (%)
Phytophthora parasitica 397 a -
T viride ACB-14 3,83 a 3,5
T’ koningii ACB-38 331b 16,6
T. pseudokoningii ACB-37 2,00 ¢ 49,6
T virens ACB-32 1,50 d 62,0

Mcédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Altura e massa seca do sistema aéreo ¢ massa seca do sistema radicular de plantas de limao Cravo tratadas
com isolados de 7. spp. 90 dias ap6s a infestagao do substrato com Phytophthora parasitica.

Tratamentos Altura (cm) Massa seca do Massa seca do

sistema aéreo (g)  sistema radicular (g)
Testemunha absoluta 6,53 ab 5,21 ab 2,81 a
T. pseudokoningii ACB 37 + P. parasitica 6,90 a 6,36 a 2,71 a
T. virens ACB 32 + P. parasitica 6,83 ab 6,30 ab 2,82 a
T. koningii ACB 38 + P. parasitica 6,40 ab 5,57 ab 2,31 ab
T aureoviride ACB 33 + P. parasitica 6,31 ab 5,78 ab 249 a
T viride ACB 14 + P. parasitica 6,15 ab 4,29 ab 1,46 ¢
Phytophthora parasitica 593b 3,72b 1,57 be

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os resultados in vitro mostraram que 7. pseu-
dokoningii ACB-37 e T. virens ACB-32 foram os que
mais inibiram o desenvolvimento de P. parasitica
por meio do cultivo pareado (Tabela 1) e pela produ-
¢do de metabdlitos toxicos ao patogeno (Tabela 2);
demonstrando que, possivelmente, os mecanismos
responsaveis pelo controle da doenca nas plantas de
lim3o Cravo (Tabela 3) se deu, provavelmente, por
competicdo e antibiose, uma vez que, 0s mesmos nao
apresentaram atividade celulolitica (Tabela 1). Com
relacdo a T. aureoviride ACB-33, o mesmo inibiu
o crescimento micelial de P. parasitica, quando em
cultivo pareado e, produziu enzimas capazes de de-
gradar a celulose presente no meio de cultura (Ta-
bela 1). Os estudos in vitro com ACB-33 indicam a
possibilidade de ocorréncia dos mecanismos de agao
por competi¢do, antibiose e micoparasitismo no bio-
controle da doenga in vivo. A producdo de enzimas
capazes de degradar a celulose presente no meio de
cultura pode ser um dos subprocessos utilizados pelo
agente de biocontrole para o micoparasitismo do pa-
togeno, visto que, P. parasitica pertence ao Reino
Straminipila e ao Filo Oomycota (Dick, 2001), como
patdgenos do género Pythium, possuindo a constitui-
cdo da parede celular de B-(1,3)-(1,6)-D-glucanas e
de celulose. A capacidade de produgdo de enzimas
hidroliticas por 7. spp. ja foi demonstrada por Bar-
bosa et al. (2001), Marco et al. (2003) e Mohamed
& Haggag (2006). Na interacdo entre 7. harzianum X
Pythium ultimum, alguns dos eventos propostos por
Benhamou & Chet (1997) para a inibi¢do do desen-
volvimento do patégeno incluem o reconhecimento e
contato entre as hifas dos microrganismos, a produ-
¢do de B-1,3-glucanases que enfraquecem a parede
celular do patdogeno e a producdo de celulases que
possibilitam a penetracao do antagonista.

A aplicagdo de T. viride ACB-14 ou de T
koningii ACB-38 no substrato de cultivo de limao
Cravo ndo protegeu as plantas da podridao radicu-
lar, apesar dos isolados inibirem o crescimento de
P. parasitica quando em cultivo pareado (Tabela 1),
de produzir metabdlitos toxicos ao patégeno, como
pode ser observado para o ACB-38 (Tabela 2) e de
produzir enzimas com capacidade para degradar a
celulose, no caso do ACB-14 (Tabela 1). Esses re-
sultados demonstram que nem sempre os resultados
in vitro sao correlacionados aos resultados in vivo.

Smith et al. (1990) também verificaram que de-
terminados isolados de 7. spp. ¢ Gliocladium spp.
pré-selecionados in vitro falharam na protecao das
plantas contra a podridao causada por Phytophthora
cactorum em maga.

Conclui-se que 7. pseudokoningii ACB-
37, T. virens ACB-32 e T. aureoviride ACB-33 sao
promissores agentes de controle da podriddo radicular
causada por P. parasitica em plantas de limdo Cravo.
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