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Resumo — O uso discriminado de agrotéxicos acarreta em uma grande prejuizo a saddes das pessoas e do meio ambiente. O
uso de novos métodos de combate a pragas se faz necessario para o equilibrio da cadeia produtiva. A utilizacdo de
microrganismos no combate a pragas se faz como uma boa alternativa. O trabalho objetivou-se em avaliar o potencial de
antagonismo de isolados de Trichoderma sp. contra o patdégeno Fusarium sp. in vitro. Para isso foi utilizado os métodos de
confronto direto, pareamento de culturas e de metabdlitos volateis. Os experimentos foram realizados na incubadora de
empresas da Universidade Federal do Tocantins — UFT Campus de Gurupi, seguiram com trés repeticdes. Foram testados 15
isolados do antagonista em confronto direto com o patdégeno e os mesmos isolados e patégeno foram testados em metabdlitos
volateis ambos utilizando o meio de cultura BDA. Todos os isolados apresentaram antagonismo in vitro contra o patégeno.

Palavras—chave: controle biol6gico, metabdlitos volateis, patégeno

Abstract — The use of pesticides broken leads to a great loss to health of people and the environment. The use of new methods
for the control of pests is need to balance the supply chain. The use of microorganisms for combating pests is a good
alternative. The work aimed in evaluating the potential of Trichoderma sp. isolates of antagonism against the pathogen
Fusarium sp. in vitro. For this, we used the direct confrontation of methods, pairing cultures and volatile metabolites. The
experiments were performed in the business incubator of the University of Tocantins - UFT Campus Gurupi, followed with
three replications. 15 isolates of the antagonist were tested in direct confrontation with the pathogen and the same pathogen
isolated and volatile metabolites were tested in both using the PDA culture medium. All isolates showed in vitro antagonism
against the pathogen.
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INTRODUCAO

Com base nas necessidades e do aumento da
producdo de diversos produtos, principalmente alimentos do
cotidiano da humanidade, novas meios de producdo e cultivo
sdo de suma importancia para o futuro da seguranca e do
abastecimento alimentar. As pesquisas biotecnoldgicas que
buscam novos insumos externam a grande necessidade e
preocupacao por parte dos pesquisadores e produtores para o
avanco do cultivo de uma série de produtos essenciais na
cadeia produtiva. Novos meios de combate a pragas e doencas
gue possuem caracteristicas menos hostis a saide humana e o
meio ambiente como os bioinseticidas, fungicidas sdo
indispensaveis para o desenvolvimento sustentavel tdo
desejado da producdo (MARTINS, 2004; BOREM, 2005;
EMBRAPA 2009; BRASIL, 2012)

A sociedade estd cada vez mais interessada em
uma agricultura que possa proporcionar qualidade de vida aos
consumidores, garantido alimentos com o0s atributos
adequados a saude humana, livre de residuos de natureza
quimica, biolégica ou fisica, ou de qualquer outra substancia
gue possa acarretar problemas & populacdio e com
comprovada sustentabilidade ambiental (PESSANHA &
WILKINSON, 2003).

Os fungos do género Trichoderma sdo
caracteristicos do solo e nas raizes das plantas. S&o saprofitos
e utilizados como agentes de controle bioldgico e produtores
de uma série de enzimas para uso industrial (BETIOL &
MORANDI, 2009). —Com o uso indiscriminado de
agrotdxicos aumentam as taxas de doengas relacionadas com
residuos quimicos ingeridos pelo ser humano, o controle
fitopatogénico a base de pesticidas biolégicos se torna um
relevante alternativa para diminuir os riscos para a saude
humana (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000; PERES et al.,
2007).

Em todo o mundo a uma crescente preocupacgao
com os problemas ambientais decorrentes das diversas
atividades humanas, incluindo a agricultura (ANDRADE &
NOGUEIRA, 2005). E isso se resulta na busca por
tecnologias de producdo rentdveis, socialmente justas e
ecologicamente corretas (MELLO & SILVA, 2007). Para
responder a esta demanda, a pesquisa cientifica tem avancado
no desenvolvimento de solucfes apoiadas em processos
biol6gicos naturais (MARQUES et al., 2014). O controle
bioldgico se caracteriza como uma alternativa cada vez mais
importante, uma vez que, na agricultura convencional,
utilizado de forma complementar, contribui para a reducdo do
uso dos agrotoxicos, enquanto na agricultura organica, insere-
se em substituigdo a estes produtos (PERES et al., 2007;
BONFIM, et al., 2010; BONETT, et al., 2013).

O grupo Trichoderma esta entre 0s microrganismos
mais resistentes as toxinas e produtos quimicos naturais e
sintetizados pelo homem (HARMAN et al.,, 2004). S&o
capazes de degradar compostos organicos e inorganicos,
como os hidrocarbonetos e pesticidas (BONFIM, et al.,

2010). Protegem e colonizam o sistema radicular
disponibilizando a solubilizagdo de nutrientes para as plantas
(BONFIM, et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Essas
descobertas auxiliam o entendimento do papel do grupo
Trichoderma para sua utilizacdo na agricultura (BETIOL, W.
& MORANDI M. A. B., 2009; JESUS, et al., 2011).

O grupo Trichoderma se apresenta como fungos
filamentosos comum em areas tropicais e subtropicais, mas
podem habitar climas frios (ETHUR, 2006). As espécies mais
comuns sdo F. solani, Fusarium oxysporum, F. moniliforme e
F. verticillioidis (FREITAS, 2010). O Fusarium tem um
crescimento rapido em agar com temperatura média de 25° e
assim produz uma coldnia felpuda e dependendo da espécie
sua cor pode mudar entre incolor, roxo, alaranjado a
avermelhado e marrom (FISCHER, 1982; HOOG, 2000).

O grupo de fungos compreendido pelo Fusarium
sdo patdgenos que destroem as raizes de plantas como a soja,
0 abacaxi, 0 tomateiro, 0 pepineiro, 0 maracujazeiro, o feijao,
a alface, o milho e o arroz, e vem causando perdas
econdmicas significativas no Brasil. Mesmo que as cultivares
tenham alguma resisténcia parcial, o fungo se adapta e sob
alta pressdo acaba acometendo até os gendtipos mais
resistentes (BRESSAN &  FIGUEIREDO,  2003;
RODRIGUES, 2010; BERILLI et al., 2011; SILVA, 2011;
BROETTO et al., 2012; REIS et al., 2012; BONETT et al.,
2013; DIAS et al., 2013; MILANESI et al., 2013; BAYER et
al., 2014; RAMOS et al., 2014; SABATO & FERNANDES,
2014).

A murcha de Fusarium além de ser predominante
em regides produtoras de feijdo no Brasil vem aumentando
gradualmente no centro do Brasil, como o patdgeno é
depositado no solo por sementes contaminadas e ainda a
infeccdo pode ocorrer no estadgio de plantula e assim ndo
ocorre um desenvolvimento adequado e ficam enfraquecidas
(TOLEDO - SOUZA et al., 2012).

Deste modo, o trabalho aqui desenvolvido teve como
principal objetivo avaliar o potencial de antagonismos do
Trichoderma em relagdo ao Fusarium in vitro em condic6es
controladas de crescimento a acondicionamento para a
possivel utilizagdo deste como fungicida em lavouras das
mais diversas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Incubadora de
empresas no Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal do Tocantins — UFT campus Gurupi — TO. O
Fusarium sp. e Trichoderma sp. foram adquiridos do banco
de isolados do Laboratério de Producdo Vegetal da
Universidade Federal do Tocantins e ambos cultivados em
meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Foram
utilizados 15 isolados de Trichoderma previamente
codificados: UFT 86, UFT 19, UFT 111, UFT 20, UFT 33,
UFT 92, UFT 24, UFT 22, UFT 80, UFT 104, UFT 48, UFT
34, UFT 79, UFT 32 e UFT 15 (Figura —1).
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Figura — 1 Isolados de Trichodermas do banco de fungos UFT

Para o confronto direto foi realizado o teste de
pareamento de culturas citado por Bomfim et al. (2010), em
triplicata. Para isso, foi retirado de uma placa de Petri com
meio BDA, um disco de 8 mm, de didmetro contendo micélio

do patdgeno, esse disco foi colocado a uma distancia de 0,5
cm do bordo de uma nova placa de Petri contendo meio BDA
e no outro lado da placa depositado outro disco contendo o
Trichoderma (figura — 2).

Figura — 2 Placas de Petri indicando o disco do patégeno a direita e o disco do antagonista a esquerda em confronto direto

As placas assim preparadas foram incubadas por
sete dias a 25 ° C, em incubadora BOD com 12 horas de luz e
apos o periodo de incubacdo foram realizadas as medigdes de
crescimento com paquimetro digital.

Foi realizado o teste de metabdlitos volateis
baseado em Bharat et al. (1980), onde constitui a inoculagéo
do Trichodermas e do Fusarium sp. nas tampas das placas de

Petri e ap6s seis horas de incubacdo em BOD com
fotoperiodo de 12 horas, uniu — se as tampas das placas de
Petri o Trichoderma em baixo e o patégeno na porgdo
superior em meio de cultura BDA. Depois da unido, as
tampas foram vedadas com filme PVC e incubadas por sete
dias em estufa BOD aproximadamente 25° C, com
fotoperiodo de 12 horas dia (figura — 3).

Figura — 3 Técnica do antagonismo por metabolicos volateis. 1- sele¢cdo do Trichoderma, 2 — Retirando o fundo das placas, 3 e

4 — Adaptando uma tampa na outra, 5 — Vedacéo com filme PVC, 6 — Incubacdo
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Posteriormente mediu — se o crescimento do controle
e confrontando a medida desse controle com todas as medidas
obtidas dos testes realizados com os 15 isolados.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no trabalho demonstraram que
todos os isolados de Trichoderma sp. Fusarium sp.
apresentaram rapido crescimento micelial em BDA. Os dados
dos quinze isolados de Trichoderma, no teste de antagonismo
estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Tabela com a média do crescimento do patégeno (cm), nota (pelo método de Bell et al. (1982), e percentagem (%)
do antagonismo em cultivo pareado dos 15 isolados de Trichoderma spp. contra Fusarium sp.

IDENTIFICACAO CRESCIMENTO PATOGENO (cm) NOTA %
UFT 86 0,32 1,0 94,4
UFT 19 1,9 1.5 872a
UFT 111 1,29 15 84,0a
UFT 20 1,22 15 835a
UFT 33 1,33 15 82,6a
UFT 92 1,20 15 82,0a
UFT 24 137 1,5 81,8a
UFT 22 22 1,5 818a
UFT 80 133 15 814a
UFT 104 131 1,5 8l4a
UFT 48 1,35 15 813a
UFT 34 139 15 81,2a
UFT 79 3.10 35 489 ¢
UFT 32 3,47 35 444 ¢
UFT 15 3.90 3,5 38,8¢C

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

Dos isolados verificados que doze deles tiveram
uma acdo antagonista muito agressiva e impediram o
desenvolvimento do Fusarium por completo UFT 86 UFT 19
UFT 111 UFT 20 UFT 33 UFT 92 UFT 24 UFT 22 UFT 80
UFT 104 UFT 48 UFT 48.

Na avaliagdo do potencial antagbnico de
Trichoderma contra o Fusarium solani Louzada et al. (2009),
visualizaram que 21,74% dos isolados de Trichoderma
oriundo de seis estados brasileiros inibiram o crescimento do
patdgeno pelo teste de pareamento de culturas e praticamente
metade dos isolados de Trichoderma (52%) ndo apresentaram
nem um efeito inibitdrio contra o Fusarium.

J& nos testes realizados no laboratdrio de
microbiologia em Gurupi — TO, todos os Trichodermas
apresentaram de bom a 6timo crescimento micelial descrito
também em varios estudos realizados (MENOLLI JUNIOR &
PACCOLA-MEIRELLES, 2010; BOMFIM et al., 2010;
MARQUES et al., 2014; SANTOS et al., 2012).

Os resultados obtidos indicam um grande potencial
de controle de F. solani utilizando-se espécies de
Trichoderma (SILVA, 2011). Nos estudos realizados por
Lazarotto et al. (2012), os isolados T1 e T2 de Trichoderma
sp. apresentaram maior potencial para controle bioldgico do
patdgeno, ja que foram eficientes no antagonismo de
Fusarium spp.

Com isso o controle biolégico e defendido e se
mostra uma alternativa promissora, sendo o Trichoderma spp.
0 agente de biocontrole e constitui um grande potencial de

antagonismo no controle do Fusarium sp. (BETIOL &
MORANDI, 2009).

0] antagonista Trichoderma apresenta
caracteristicas que possibilitam o seu uso em programas de
controle bioldgico, de patégenos, sendo 0 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 germinacdo e também como
promotor de crescimento (BONETT et al., 2013).

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de
acordo com os observados por Ethur et al. (2001), onde os
autores verificaram que a maioria dos isolados de
Trichoderma sp. cresceram sobre o patégeno, apresentando
nota menor 2 e indicando o potencial de Trichoderma spp. em
competir por espaco e nutrientes com o F. oxyporum, f. sp
phaseoli.

Os mecanismos de controle bioloégico podem
ocorrer simultaneamente ao longo do processo de vida do
antagonista o0s quais se sobrepdem e prejudicam o
desenvolvimento dos competidores (BELL, et al.,
1982). Trichoderma spp. causaram a degradacdo das hifas
hospedeiras através da secrecdo de metabdlitos toxicos
inibindo o desenvolvimento do patégeno (MARTINS-
CORDER e MELO, 1998).

No confronto direto quando se estabeleceu o
contato intimo entre as hifas, o antagonista enrolou-se no
hospedeiro, formando estruturas semelhantes a ganchos,
causando a destruicdo da parede celular, provavelmente para
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obter nutrientes a partir das células mortas (MACHADO,
2009).

O crescimento de Trichoderma spp. foi bastante
agressivo, conferindo a esses antagonistas uma enorme
capacidade como competidores através da rapida colonizacdo
do substrato (MARTINS-CORDER & MELO, 1998;
CARISSIMI, 2006; DIAS et al., 2013; AULER et al., 2013).

Segundo Ethur em 2006, o principal problema do
teste de controle bioldgico é encontrar o antagonista ideal e
em seus estudos confirma que para o Fusarium sp. seria o
Trichoderma. Milanesi et al. (2013), apresentam que 0S
isolados de Trichoderma spp. tem maior capacidade
antagdnica do solo rizosférico de genétipos de soja com
sintomas de Sindrome da Morte Subita infectado de Fusarium
spp. e podem ser utilizados em testes a campo para verificar
se 0 antagonismo é mantido e buscar o controle biol6gico da
doenca.

Para o teste de producdo de metabdlitos volateis,
verificou-se que os 15 isolados selecionados apresentaram
diferengas significativa em relagdo ao controle. Estes dados
estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Média de porcentagem (%) do efeito inibidor de

metabdlitos volateis de Trichoderma sp. sobre um
crescimento de fusarium sp.
IDENTIFICAGAO %
UFT 79 55,68a
UFT 104 52,94a
UFT 32 52.4a
UFT 92 51,74a
UFT 86 51,35a
UFT 80 50,12a
UFT 48 49,91a
UFT 34 49 4a
UFT 24 48,8a
UFT 22 47 4a
UFT 32 44,96a
UFT 19 39,7b
UFT 20 38,72b
UFT 111 34,02b
UFT 15 29,75b
Fusarium sp. 0,00c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott (P > 0,01)

Empregou-se como critério de sele¢do o potencial
para producdo de metabdlitos, a velocidade para colonizar o
substrato e o fato de ter pelo menos dois isolados da mesma
espécie. Apesar dos antibidticos apresentarem grande
importancia no antagonismo, a competigdo é um mecanismo
essencial em condi¢Bes naturais (MARTINS CODER &
MELO, 1998).

Quanto a produgdo de metabolitos volateis, os
isolados de Trichoderma sp. testados exibiram acéo
antifingica, ndo diferiram entre si e o valor médio de
porcentagem de inibicdo ficou proximo a de 50% entre 0s
isolados. Carvalho et al. (2011), corroboram com presente

trabalho pois em seus ensaios o grupo de Trichodermas
testados tem a capacidade de produzir metabdlitos téxicos
com efeito antiflngico ou fungistatico.

Os antibioticos volateis atuam sobre os fungos
suscetiveis através da inibicdo do crescimento micelial e que
isolados com capacidade para produzirem substancias nao
volateis nem sempre produzem substancias volateis (DILDEY
et al., 2014).

CONCLUSOES

Os antagonistas selecionados no presente estudo séo
produtores de metabdlitos volateis.

Dos 15 isolados de Trichoderma sp. menos de 20%
inibiram o crescimento do patégeno Fusarium sp. abaixo de
50% em contra partida 80 % dos isolados de Trichoderma sp.
inibiram completamente crescimento dos patégeno em mais
de 81% do crescimento.

Todos os isolados de Trichoderma sp. pelo método
de metabdlitos volateis diminuiram significativamente o
crescimento micelial do patégeno testado.
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