UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

I.I'FFTI'-H'! CENTRO DE CIE’NCIAS AGRAFiIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

AGROECOLOGIA E DESENVOLVIMENTO RURAL

ISOLADOS DE Trichoderma spp. COMO AGENTES PROMOTORES DE
CRESCIMENTO E INDUTORES DE RESISTENCIA EM CITROS

VANESSA MARCELE MACEDO

Araras
2014



. UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
I.I'FFTI'-I-‘F CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
AGROECOLOGIA E DESENVOLVIMENTO RURAL

ISOLADOS DE Trichoderma spp. COMO AGENTES PROMOTORES DE
CRESCIMENTO E INDUTORES DE RESISTENCIA EM CITROS

VANESSA MARCELE MACEDO

ORIENTADORA: PROFA. DRA. KATIA CRISTINA KUPPER

Dissertacao apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural como requisito
parcial a obtencdo do titulo de
MESTRE EM AGROECOLOGIA E
DESENVOLVIMENTO RURAL

Araras
2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

M141it

Macedo, Vanessa Marcele.

Isolados de Trichoderma spp. como agentes promotores
de crescimento e indutores de resisténcia em citros /
Vanessa Marcele Macedo. -- Sdo Carlos : UFSCar, 2014.

112 1.

Dissertacédo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2014.

1. Controle bioldgico. 2. Fitopatologia. 3. Phytophthora
nicotianae. I. Titulo.

CDD: 632.96 (20%)




MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA MSSERTACAQ DE MESTRADOD
DE
VANESSA MARCELE MACEDQ

APRESENTADA AD PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM
AGROECOLOSGIA E DESENVOLVIMENTO RURAL, DA UNIVE RSIDADE
FEDERAL DE S&0 CARLOS, EM 20 DE MAIO 2014,

BANCA EXAMINADODRA:

M}
PROF. DR". KATIA CRISTINA KUPPER

ORIENTADOR
{UFSCar)

1 = .
:{I:I’[.'l-'_..:l_;-u[- ':l:'l,_g_.:.__.; S ':L i I-'.'_.I’L-ﬁ-ﬂ.-l’ )
PROF'. DR, SANDRA REGINA CECCATO ANTOHNINI
(UFSCar)

[

PROF. DR. Hﬂ-Hiﬁ.LlﬁhﬂﬂE
| “Al:]

/




DEDICO

Aos meus pais, Paulo e Marina, e a minha avé Helena, meus exemplos de
vida, honestidade e humildade. Minha eterna gratiddo pelo amor incondicional

e por sempre acreditarem em mim.

Aos meus queridos irmaos, Paulo e Kleber, por serem a minha forca e meus

verdadeiros amigos,

Aos meus sobrinhos, Maisa, Neto e Gabriel, por serem minha alegria e o

pensamento futuro,
Ao meu namorado, Igor Guatelli, por seu carinho e companheirismo

OFERECO



“A verdadeira viagem de descobrimento ndo consiste em procurar novas

paisagens, mas em ter novos olhos”.

Marcel Proust



AGRADECIMENTOS

A Profa Katia Cristina Kupper, por ter me acolhido no Centro de
Citricultura/IAC, pela orientacdo e oportunidade de trabalhar com Controle

biolégico e Fitopatologia;

Aos meus pais (Paulo e Marina) e irmaos (Kleber e Poul): o amor de vocés me

trouxe até aqui e tornou mais leve esta longa jornada;

Ao meu namorado, Igor Guatelli, por seu apoio reflexivo e carinho reconfortante

nos momentos de dificuldade;

A Universidade Federal de S&o Carlos/Centro de Ciéncias Agrarias e ao
Programa de P6s-Graduacdo em Agroecologia e Desenvolvimento Rural pela

oportunidade de realizacéo do curso;
Ao Centro de Citricultura/IAC pela oportunidade de realizar esta pesquisa;

A Profa Sandra Regina Ceccato Antonini, do Laboratério de Microbiologia
Agricola e Molecular — LAMAM/UFSCar/CCA, pelo carisma e por sempre ter

me recebido de bracos abertos;

A Profa Simone Daniela Sartorio, da UFSCar/CCA, pelos ensinamentos e
colaboracdo nas andlises estatisticas dos dados, imprescindiveis para este

estudo;

A minha querida amiga Jéssica Camargo e sua mae, Alessandra, pela ajuda e

carinho no momento que mais precisei;

Aos amigos que fizeram parte desta etapa da minha vida: Vitéria Donadon,
Rafaela Malpica, Graziela Gomes, Flavia Crivelari Fassis, Lisia Attilio, Alex
Soares, Thais Sinico, Maria Carolina Bueno Ayres, Thamiris Sipriano - o0s

levarei para sempre em meu coragao!!

Aos funcionarios do Centro de Citricultura/IAC pela disponibilidade e amizade:
André, Everaldo, Vanderlei, Gomes e Rose;

Aos colegas de trabalho do Laboratério de Controle bioldgico e Fitopatologia do
Centro de Citricultura por termos dividido momentos tao importantes de nossas

vidas.



SUMARIO

INDICE DE TABELAS ..ottt ettt 10
INDICE DE FIGURAS .......ooteeeieeeeeeeeeeeee ettt sae e 13
RESUMO ...ttt ettt e e e e e e e e sttt e e e e e e e e s s asnbbeeeeeeaeeeeenanns 16
AB ST R A CT e e 18
L INTRODUGAO ...ttt 20
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt 22
2.1 Agroecologia e sustentabilidade .............cccciiiiiiie e, 22
pZ A O |1 [ U1 = P 24
2.3 Doencas causadas por Phytophthora em citros.............cccceeeiiiiieiiiiiiiinnnnnn. 26

2.3. L SINTOMAS ..o 29

2.3.2 Medidas de COoNtrole .......ccooeeeeeeeeee e 33
2.4 CoNtrole DIOIOGICO ....ccoeeiiiiiiieeeee e 35
P2 T I o3 g oo [T g 4 F= TR o] o FA PR 37
3 MATERIAL E METODOS ..... oottt 43
0t R |V [T {0 o T= 1 1] 1 [ 1 PR 43

3.2 Influéncia de isolados de Trichoderma spp. no crescimento micelial de
Phytophthora NiCotianae ...........ccoooeeeiiiiiiiiiie e 44
3.3 Producédo de substancias antifungicas termoestaveis e livres de células
de Trichoderma spp. e seu efeito sobre o crescimento micelial de Phytophthora
1o o] 1= 5 F= 1= USSP 44
3.4  Producgdo de metabdlitos volateis por Trichoderma spp.....ccccccvvvvveeeeenn. 45
3.5 Incubacdo das culturas, avaliagdo e delineamento estatistico dos
EXPEIMENTOS 1N VITIO ..eeviiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt e e 45

3.6 Promocao de crescimento de porta-enxertos de citros pela aplicacdo de

LI e gToTo (=T 0 0 F= T o o PP 46
3.7 Inducao de resisténcia a gomose de Phytophthora nicotianae................... 47
3.8 Controle de Phytophthora nicotianae .............cccceevieeeivieeeiiiiiie e, 48
4, RESULTADOS ...t et e e et eeaaas 50

4.1 Influéncia do cultivo pareado dos isolados de Trichoderma spp. no

crescimento micelial de Phytophthora nicotianae .............ccccccceeiiiiiiiiieciiiinnnnnn. 50



4.2 Produgdo de metabolitos livres de células e termoestaveis pelos isolados
de Trichoderma spp. e seu efeito sobre o crescimento micelial de Phytophthora
1o ] (=10 F= 1< RPN 51
4.3 Producao de metabdlitos volateis por Trichoderma spp. .......cccccvvvveeneeeennn. 53

4.4 Promocao de crescimento de porta-enxertos de citros pela aplicacdo de

THCNOUEIMA SPP. +eevtvetiiiiiiiitiett et 53
4.5 Inducéo de resisténcia a gomose de Phytophthora nicotianae em porta-
ENXEIOS T8 CITIOS ...eiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e e eeees 87
4.6 Controle de Phytophthora nicotianae ..............cccoovvvviiiiiiiie e 92
5. DISCUSSAD ...ttt sttt ettt et 94
B. CONCLUSODES ..ottt ettt e eae et nas 100
7. LITERATURA CITADA ...ttt ree e 101

APENDICE. ... oottt e, 111



10

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Numero e identificagdo dos isolados de Trichoderma spp.;
HoSpedeiro € ProCEUENCIA..........coeeeeeeeeeeeee e 43
Tabela 2 - Porcentagem de inibicdo da colénia de Phytophthora nicotianae
apos cultivo pareado com os isolados de Trichoderma Spp........cooeevvvvveeeennnn. 50
Tabela 3 - Porcentagem de inibigdo da colonia de Phytophthora nicotianae
pelos metabdlitos termoestaveis e livres de células dos isolados de
B o] oo [T g 0 = TS o] o A 52
Tabela 4 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de plantas de
Tangerina Sunki, apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento. ........... 55
Tabela 5 - Descricdo dos modelos de regressao para altura em plantas de
Tangerina Sunki apds tratamento com os isolados de Trichoderma spp......... 56
Tabela 6 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no niumero de folhas de
Tangerina Sunki, apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento. ........... 62
Tabela 7 - Descricdo dos modelos de regressdo para folhas em plantas de

Tangerina Sunki, apos tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Tabela 8 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na massa de matéria
seca de Tangerina SUNKI ...........ouuuiiiiiii e e 64
Tabela 9 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de plantas
Citrumelo Swingle, apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento. ........ 66
Tabela 10 - Descricdo dos modelos de regressdo para altura em plantas de
Citrumelo Swingle apos tratamento com diferentes isolados de Trichoderma
5] 0] o PP 67
Tabela 11 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no numero de folhas
de Citrumelo Swingle, ap6s 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento. ... 73
Tabela 12 - Descricao dos modelos de regresséo para folhas em plantas de
Citrumelo Swingle. apo6s tratamento com diferentes isolados de Trichoderma



11

Tabela 13 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. ha massa de matéria
seca de Citrumelo SWINGIE. ..........vvuiiii i e 75
Tabela 14 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de Limé&o
Cravo, ap6s 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento. ........ccccceevvvvveeenne. 77
Tabela 15 - Descricdo dos modelos de regressao para altura das plantas de
Liméo Cravo ap0s tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp... 78
Tabela 16 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no numero de folhas
de Liméo Cravo, apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento............. 84
Tabela 17 - Descricdao dos modelos de regresséo para folhas em plantas de
Lim&o Cravo apés tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp... 85
Tabela 18 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. ha massa de matéria
YT or= W0 (3N IR = To I O - Yo J 86
Tabela 19 - Quadro de andlise de variancia para o efeito da microbiolizacéo de
sementes com os isolados de Trichoderma spp na inducédo de resisténcia a P.
nicotianae, em plantas de Tangerina Sunki, Limdo Cravo e Ctrumelo Swingle.
Avaliado pelo tamanho de lesdo sob a casca (interna), 40 dias apos a
INOCUIAGA0 das Plantas. ........cooviiiiiiiiiii 88
Tabela 20 - Efeito da microbiolizagdo de sementes com os isolados de
Trichoderma spp na inducdo de resisténcia a Phytophthora nicotianae, em
plantas de Tangerina Sunki, Limdo Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo

tamanho de lesdo sob a casca (interna), 40 dias ap6s a inoculacao das plantas.

Tabela 21 - Quadro de andlise de variancia para o efeito da microbiolizacéo de
sementes com os isolados de Trichoderma spp na inducéao de resisténcia a P.
nicotianae, em plantas de Tangerina Sunki, Limédo Cravo e Ctrumelo Swingle.
Avaliado pelo tamanho de lesdo sobre a casca (externa), 40 dias apos a
INOCUIACA0 dAS PlANTAS. .....eeveeiii e 89
Tabela 22 - Efeito da microbiolizagdo de sementes com os isolados de
Trichoderma spp na inducdo de resisténcia a Phytophthora nicotianae, em
plantas de Tangerina Sunki, Limdo Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo
tamanho de lesdo sob a casca (externa), 40 dias apdés a inoculagdo das
0] F= T €= LT SRPPPPRPRPN 89



12

Tabela 23 - Quadro de andlise de variancia para o efeito da microbiolizacéo de
sementes com os isolados de Trichoderma spp. na sobrevivéncia de plantulas
de Tangerina Sunki e Limdo Cravo, em substrato contaminado com P.
nicotianae, avaliado 60 dias apds a semeadura. ...........ccceeeeveeeviviiiiiiieeeereennnnns 92
Tabela 24 - Efeito da microbiolizagdo de sementes com os isolados de
Trichoderma spp. na sobrevivéncia de plantulas de Tangerina Sunki e Lim&o
Cravo, em substrato contaminado com P. nicotianae, avaliado 60 dias apos a
RS 041 T= 1o [1] > 93
Tabela 25 - Porcentagem de inibicdo da colénia de Phytophthora nicotianae

apos cultivo pareado com os isolados de Trichoderma spp. (Duplicata). ...... 112



13

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas reprodutivas do patdégeno: oosporo, clamidésporo,
ESPOFANGIO € ZOOSPOIO ...cceeiiiiiiiieieeeeeeaeaaaiiitbbe e et e e e e e e s e aabbbbeeeeeaaaeeesaannbbbeeeeeeens 29
Figura 2 - Doencas incitadas por Phytophthora spp. em citros: A. “Damping off”
de poés-emergéncia; B. “Damping off’ de pré-emergéncia; C. Podriddes de
raizes e radicelas; D. Gomose em tronco; E. LesBes em folhas; F. LesGes em
brotos novos; G: Podridao parda de frut0S.. ........coevviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 32
Figura 3 - Tetraedro da doenca: InteracGes entre patdbgeno e microrganismos
nao patogénicos no sitio de infeccdo do hospedeiro, influenciados pelo
=10 0] 01T 0] (R 35
Figura 4 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. (T) no crescimento
micelial de Phytophthora nicotianae (P) em cultivo pareado. (A. Controle, B. P.
nicotianae x ACB-36, C. P. nicotianae x ACB-38, D. P. nicotianae x ACB-14, E.

P. nicotianae X ACB-02). ......coooiiiee e 51
Figura 5 - Influéncia dos metabdlitos livres de células dos isolados ACB-38 (T.
koningii) € ACB-02 (Trichoderma SPP.) ..cceeeeeeiiieeiiiiie e 53

Figura 6 - Estudo da promoc¢do de crescimento: modelos de regressao de
altura de plantas de Tangerina Sunki, ap6s tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-02, ACB-03, ACB-04 € ACB-05. .........ccoovrvviiiiiineeennn. 57
Figura 7 - Estudo da promocéo de crescimento modelos de regresséo de altura
de plantas de Tangerina Sunki, apés tratamento com isolados de Trichoderma
Spp.- ACB-14, ACB-32, ACB-33 € ACB-34. ......uvviiiieeeeiiiiiieieee e 58
Figura 8 - Estudo da promoc¢do de crescimento: modelos de regressao de
altura de plantas de Tangerina Sunki, apos tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-36, ACB-37, ACB-38 € ACB-40. .........cccovvvvvvviiieeeeenn. 59
Figura 9 - Estudo da promoc¢ao de crescimento: modelos de regressao de
altura de plantas de Tangerina Sunki, apos tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-42, ACB-183/5, ACB-T1 € ACB-T6........ccoevvvvruiineenennn. 60



14

Figura 10 - Estudo da promocdo de crescimento: modelos de regressao de
altura de plantas de Tangerina Sunki, apos tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-T002, ACB-43 e Mistura dos isolados. ....................... 61
Figura 11 - Estudo da promoc¢édo de crescimento modelos de regresséo de
altura de plantas de Citrumelo Swingle, apds tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-02, ACB-03, ACB-04 € ACB-05. ........ccoovvriviiiiiiineeenn. 68
Figura 12 - Estudo da promocdo de crescimento: modelos de regressao de
altura de plantas de Citrumelo Swingle, apds tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-14, ACB-32, ACB-33 € ACB-34. ........cccovvvvviiiiiiieeeen, 69
Figura 13 - Estudo da promocao de crescimento: modelos de regressédo de
altura de plantas de Citrumelo Swingle, apds tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-36, ACB-37, ACB-38 € ACB-40. .........ccovvvveivviiiineeeenn. 70
Figura 14 - Estudo da promocao de crescimento: modelos de regressédo de
altura de plantas de Citrumelo Swingle, apds tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-42, ACB-183/5, ACB-T1 € ACB-T6........ccevvvvveieneeennn. 71
Figura 15 - Estudo da promocdo de crescimento modelos de regressdo de
altura de plantas de Citrumelo Swingle, apds tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-T002, ACB-43 e Mistura dos isolados. ...................... 72
Figura 16 - Estudo da promocao de crescimento: modelos de regressado de
altura de plantas de Limao Cravo, ap0s tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-02, ACB-03, ACB-04 € ACB-05. .........cccovvvviiiiiieeeennn. 79
Figura 17 - Estudo da promocao de crescimento: modelos de regresséao de
altura de plantas de Limao Cravo, ap0s tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-14, ACB-32, ACB-33 € ACB-34. ........eccvvvvvviiiiiieeeeen, 80
Figura 18 - Estudo da promocdo de crescimento modelos de regressédo de
altura de plantas de Lim&o Cravo, apos tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-36, ACB-37, ACB-38 € ACB-40. .........cccvvvvvvviiiineeeenn, 81
Figura 19 - Estudo da promocéao de crescimento: modelos de regresséao de
altura de plantas de Lim&o Cravo, apos tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-42, ACB-183/5, ACB-T1 € ACB-T6........ccoevvvvruiineenennn. 82



15

Figura 20 - Estudo da promocao de crescimento: modelos de regressédo de
altura de plantas de Limdo Cravo, apoOs tratamento com isolados de
Trichoderma spp.- ACB-T002, ACB-43 e Mistura dos isolados ........................ 83
Figura 21 - Efeito dos isolados de Trichoderma spp. na inducéo de resisténcia
a Phytophthora nicotianae: Graficos de dispersao - Escala dos dados originais
(A) e transformados (B) referentes as lesdes interna (sob a casca) e externa
(sobre a casca) nas variedades Tangerina Sunki (V1), Limdo Cravo (V2) e
Citrumelo SWINGIE (V3. weveeiiii i e e e 91



16

ISOLADOS DE Trichoderma spp. COMO AGENTES PROMOTORES DE
CRESCIMENTO E INDUTORES DE RESISTENCIA EM CITROS

Autora: VANESSA MARCELE MACEDO
Orientadora: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

RESUMO

As espécies de fungos pertencentes ao género Trichoderma podem ser
encontradas em muitos ambientes, principalmente na rizosfera, como
colonizadores de raizes de plantas e promotores de crescimento das mesmas,
por facilitarem a absorcdo de nutrientes, além de protegé-las contra o ataque
de fitopatdgenos. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo selecionar
isolados de Trichoderma spp. com potencial de aplicacdo como agentes
promotores de crescimento e indutores de resisténcia a Phytophthora
nicotianae em porta-enxertos de citros. Primeiramente, avaliou-se in vitro a
producdo de metabdlitos volateis, termoestaveis e livres de células de dezoito
isolados de Trichoderma spp., assim como, a atividade antagdnica sobre o
crescimento micelial do patégeno. Os testes in vivo compreenderam estudos
de promocéao de crescimento de trés porta-enxertos: tangerina Sunki, citrumelo
Swingle e limdo Cravo, avaliando-se a altura e o numero de folhas aos 30, 60,
90, 120, 150 e 180 dias apds o tratamento com o antag6bnico e, a producao de
massa seca da parte aérea e raiz das plantas. Microbiolizou-se as sementes
dos porta-enxertos e testou-se a inducdo de resisténcia pela inoculacdo no
caule, 180 dias apoés o tratamento, avaliada pelo comprimento de lesdo. O teste
de controle de Phytophthora foi realizado pela microbiolizacdo de sementes de
tangeriana Sunki e limdo Cravo. Pelos resultados dos testes in vitro, verificou-
se que, todos os isolados de Trichoderma spp. proporcionaram mais de 50 %
de inibicdo na colonia do fitopatdgeno, porém, nenhum produziu metabdlitos
volateis. Cinco isolados produziram metabdlitos livres de células e, somente o
ACB-38 produziu substancias antifungicas termoestaveis, com capacidade para

inibir o desenvolvimento do patogeno. Trichoderma spp. tém potencial para
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promover crescimento de porta-enxertos citricos, bem como induzir a
resisténcia a P. nicotianae, porém, as respostas variam de acordo com o
genadtipo da planta e com o isolado do antagonista utilizado. A maioria dos
isolados de Trichoderma spp. testada foi capaz de controlar P. nicotianae em

plantas de tangerina Sunki e liméo Cravo.

Termos para indexacdo: Phytophthora nicotianae, controle biologico, porta-

enxertos, substancias antifungicas, Phytophthora parasitica.
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Trichoderma spp. ISOLATES AS GROWTH PROMOTERS AND
RESISTANCE INDUCERS IN CITRUS

Author: VANESSA MARCELE MACEDO
Leadership: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

ABSTRACT

The species of fungi belonging to the genus Trichoderma can be found in many
environments, especially in the rhizosphere, as colonizers of roots and plant
growth promoters, for their ability in facilitating the absorption of nutrients and
protecting them against attack by pathogens. Thus, this study aimed to test
isolates of Trichoderma spp. for application as growth promoting agents and
inducers of resistance to Phytophthora nicotianae in citrus rootstocks. First,
eighteen isolates of Trichoderma were tested in vitro for their ability in inhibiting
mycelial growth of P. nicotianae, in terms of: production of volatiles or
termostable antifungical substances and cell free compounds. The growth
promotion test was done with three rootstocks: Sunki tangerine, Swingle
citrumelo and Rangpur lime, whose height and number of leaves were
measured at 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days after treatment with the
antagonistic; and in the end of the test, the measuring of dry weight for shoots
and roots of plants was measured. The seeds of the rootstocks were treated
with the Trichoderma spp isolates and, 180 days later, was tested their capacity
of resistance induction through pathogen inoculation on stem, assessed by
lesion length. The Phytophthora control assay was carried out by seeds
microbiolization of tangerine Sunki and Rangpur lime. By the results, it was
found that all Trichoderma spp. isolates provided more than 50% inhibition of
the pathogen colony, however, no one produced volatile metabolites. Five
isolates produced cell free metabolites and, only the ACB-38 produced
termostable antifungal substances, capable of inhibiting the pathogen growth.
Trichoderma spp. has the potential for rootstocks growth promoting and

resistence inducing to P. nicotianae, but the responses vary according to the
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plant genotype and the type of isolate antagonist applied. Most isolates of
Trichoderma spp. tested were able to control P. nicotianae in Sunki tangerine

and Rangpur lime plants.
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1 INTRODUCAO

Intimamente associada a historia brasileira, a cultura da laranja é de
extrema importancia para a economia do pais, em especial para o Estado de
Séo Paulo, por ser o maior exportador de suco concentrado congelado da fruta
cuja safra de 2013/14 foi estimada em 296,8 milhGes de caixas (CONAB,
2013). Porém, atualmente, o setor estd passando por uma queda nhas
exportacdes do suco. A maior parte dos problemas é devido aos aspectos
fitossanitarios, que sempre foram entraves a producdo citricola no Brasil.
Dentre tais problemas encontra-se a Gomose de Phytophthora, causada por P.
nicotianae, a qual traz grandes danos econdmicos a cultura.

A Gomose de Phytophthora ocorre em todas as regides que cultivam
citros do mundo e, é causada, principalmente, por Phytophthora parasitica,
sinonimia Phytophthora nicotianae (Brenda de Hann) (Tucker) var. parasitica
(Dastur) Watherh. (SIVIERO et al., 2002). No Brasil, a P. nicotianae é a
responsavel pelos maiores danos em viveiros, apesar da P. citrophthora (Sm. &
Sm.) Leonian e outras espécies de Phytophthora ja terem sido descritas como
causadoras de doenca. O principal dano causado € a podriddo da raiz e do
caule, podendo comprometer o bom desenvolvimento das mudas citricas no
campo ou até leva-las a morte quando a lesdo atinge toda a circunferéncia do
tronco (FEICHTENBERGER, 2001).

Os porta-enxertos limao Cravo (Citrus limonia Osbeck) e citrumelo
Swingle [Citrus paradisi Macfad cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], mais
utilizados comercialmente, sdo moderadamente suscetivel e resistente a
Gomose, respectivamente. A tangerina Sunki (Citrus sunki hort. ex Tan.) é um
porta-enxerto altamente suscetivel, principalmente, a P. nicotianae Dastur.
(FEICHTENBERGER, 1992; SIVIERO et al., 2002; MEDINA FILHO et al.,
2003).

Os métodos de controle mais usados tém sido os de forma preventiva
por meio de praticas culturais e pelo controle quimico (FEICHTENBERGER,
2001). Entretanto, os custos financeiros e ambientais de tais aplicagbes tornam
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essencial a busca por métodos alternativos de controle. Neste contexto o
controle biologico pode ser uma estratégia viavel, capaz de reduzir a densidade
do inoculo de fitopatégenos de forma natural (MORETTO, 2000).

As espécies de fungos pertencentes ao género Trichoderma podem ser
encontradas em muitos ambientes, principalmente na rizosfera, assim como na
matéria organica em decomposicdo, em raizes de plantas, no solo, entre
outros. Em condi¢cBes de laboratério, possuem rapido crescimento em meio de
cultura, com producdo de numerosos conidios, caracterizados por apresentar
diferentes tons de verde na placa de Petri (MONTE, 2001; SAITO et al., 2009).

Essa populacdo microbiana é altamente eficiente para colonizar as
raizes de plantas e também para aumentar a taxa de crescimento e
desenvolvimento das mesmas, por facilitar a absorcédo de nutrientes, além de,
proteger a planta contra fitopatégenos por inducédo de resisténcia (ETHUR et
al., 2001; BENITEZ et al., 2004; SAKSIRIRAT et al., 2009). Além disso, s&o
conhecidos pela producdo de antibidticos que inibem outros fungos; pelo
eficiente micoparasitismo e competicdo por nutrientes e espaco neste
ecossistema, assim como, a producdo de enzimas que degradam celulose e
quitina - prejudiciais aos fungos fitopatogénicos (MELO, 1991; MORETTO et
al., 2001; HARMAN et al., 2004; SABA et al., 2012).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo testar isolados de

Trichoderma spp. como agentes promotores de crescimento e indutores de
resisténcia a P. nicotianae em porta-enxertos de citros, visando obter isolados

promissores para aplicacdes e estudos futuros.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agroecologia e sustentabilidade

Como o Homem pode pensar o cuidado de si a partir do cuidado da
Natureza? Como mobilizar a técnica no cuidado da Natureza sem ultrapassa-
la? O filosofo Martin Heidegger nos da uma pista em seu texto "A questdo da
técnica". Para Heidegger (2006), todo assunto técnico esta fundamentado no
fazer advir algo, na pro-ducdo, mas que também pode ser a producdo de um
resultado pela prépria natureza. Ele sublinha o fato de que em toda realizacao
algo se passa fora de nés. De certa forma, para ele, € jA sempre a Natureza
que, em sua técnica propria, produz, faz advir o produto, sem a nossa iniciativa
ou intervencgéo.

Entdo, torna-se possivel pensar: poderia 0 homem se utilizar da propria
"técnica" da Natureza para ajuda-la a se proteger do que ela mesma "produz"?
Sobre as diferentes relagfes histdricas técnica e tecnoldgica do homem com a
natureza, que passa de uma com-posicdo com ela para apenas dis-por dela,
escreve Heidegger ( 2006, pg.19):

"O trabalho camponés ndo provoca e desafia o solo
agricola[...]. A lavra do lavrador ndo desafiava o lavradio. Na
semeadura, apenas confiava a semente as forcas do
crescimento, encobrindo-a para seu desenvolvimento. Hoje em
dia, uma outra posicado também absorveu a lavra do campo, a
posicao que dis-p8e da natureza. E dela dis-pde, no sentido de
uma exploracdo. A agricultura tornou-se [apenas] indUstria
motorizada de alimentacgaol...]

Para o mesmo autor, como € possivel perceber, o homem é capaz de
interferir tecnicamente na Natureza a partir dela mesma - e ndo apenas a partir
de uma tecnologia exterior a ela - a fim de regular seus "produtos”, nem
sempre positivos. E possivel cuidar da Natureza, jogando com sua propria
eficiéncia de desencadear reacfes naturais contrarias a ela propria, em virtude
de sua conhecida poténcia e boa vontade de ressurgir. Manipulacdes técnicas
naturais conduzidas pelo homem podem fazer advir uma poténcia de producéo
da propria Natureza.
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Durante a ultima metade do século XX, a agricultura tem sido muito bem
sucedida, satisfazendo uma demanda crescente de alimentos, em escala
global. Esse aumento na produtividade foi atingido em funcdo de inovacdes
tecnologicas como a engenharia genética, o controle quimico de ervas
espontaneas, pragas e doencas, uso de fertilizantes sintéticos, entre outras
praticas e politicas favoraveis ao agronegocio (NEVES, 2012). Porém, essa
tecnologia tem sido responsavel por exaurir sua base. A exploracdo excessiva
dos recursos naturais dos quais a agricultura depende tem degradado o solo,
reservas de agua e a diversidade genética natural (GONCALVES;
ENGELMANN, 2009).

Nesse sentido, a agroecologia surge como a necessidade de sistemas
mais sustentaveis de producdo de alimentos. De acordo com Gliessman
(2001), trata-se da aplicacéo de conceitos e principios ecologicos no desenho e
manejo de agroecossistemas sustentaveis. Desta maneira, esta nova proposta
de agricultura tem o objetivo de maximizar o processo de producdo de
alimentos, porém, minimizando os insumos externos. A tentativa é que se
consiga 0 manejo do agroecossistema para que este se pareca 0 maximo com
0 ecossistema natural, consequentemente preservando a biodiversidade;
porém, que este mantenha um processo altamente produtivo, economicamente
viavel e ambientalmente consistente - sustentavel. Para isso, faz-se necessario
o estudo aprofundado da ecologia para analisar a interagdo de cada organismo
com os fatores bioticos e abibticos, bem como a interagdo em nivel de
comunidade e sistema.

A utilizacdo de praticas sustentaveis que favore¢cam o trabalho “natural”
dos microrganismos, como as sugeridas neste estudo, sejam por meio do
antagonismo contra patdégenos ou, pela acdo dos microrganismos como
promotores de crescimento e indutores de resisténcia de plantas, contribuira
para uma agricultura mais agroecologica. De modo que, a acdo destes
microrganismos néo seja ignorada pelo uso de tecnologias simplificadas, como
por exemplo, a simples utilizacdo de um fertilizante quimico, mas sim,
favorecida por préticas que possam dar condigbes para que as interacdes

microbiolégicas ocorram.
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2.2 Citricultura

As plantas citricas surgiram no sudeste da Asia, sdo pertencentes a
familia Rutaceae e apresentam como principais géneros: Citrus, Poncirus e
Fortunella (DONADIO et al., 2005).

A citricultura esta intimamente atrelada a histéria do Brasil. Pelos relatos
histdricos, a introducdo de mudas citricas no pais ocorreu logo no inicio da
colonizacdo. A cultura encontrou condicfes favoraveis ao seu estabelecimento
e logo se expandiu para todo territério nacional (NEVES et al., 2010).

A cultura representa um importante segmento agroindustrial para a
economia brasileira. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(2013), a producédo da safra 2013/2014 foi estimada em 296,8 milhGes de
caixas. J4 o estado de S&o Paulo, responsavel por 70% da producdo, possuli
497 mil hectares de area em producao.

Contudo, a producdo se expandiu na década de 20, seguindo os
caminhos da cafeicultura, que sofria significativa reducdo da area plantada
devido a crise econémica mundial, aos problemas fitossanitarios, seca e geada.
Foi assim que a producado de citros se expandiu e chegou a regido do Vale do
Paraiba, Limeira, Araraquara e Bebedouro, tornando-se, em meados da
década de 40, um dos pilares da economia agricola paulista (DONADIO et al.
2005; NEVES et al., 2010).

Neste periodo, quando a cultura alcangou expressao comercial, iniciou-
se 0 uso de plantas enxertadas, com objetivo de associar dois individuos
geneticamente diferentes para formar uma nova planta, com melhores
caracteristicas agronémicas, maior produtividade e longevidade No processo
de enxertia, 0 porta-enxerto provoca diversas alteracbes na copa, como no
crescimento, tamanho, precocidade de producéo, producdo, maturacéo e peso
dos frutos, coloracdo da casca e do suco, teor de agUcares, de 4cidos e outros
componentes do suco, permanéncia dos frutos na planta e sua conservacao
pos-colheita, fertilidade de pdélen, absorcédo, sintese e utilizacdo de nutrientes,
transpiracdo e composicdo quimica das folhas, resposta a produtos de

absciséo dos frutos e folhas, tolerancia a salinidade, a seca, ao frio, a doencas
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e pragas (POMPEU JUNIOR, 2005). Para o autor, embora o uso dos porta-
enxertos tenha permitido superar fatores biédticos e abidticos e obter maior
produtividade, foi também responsavel por sérios problemas fitossanitarios,
graves entraves a producao.

Um dos problemas fitossanitarios foi o surgimento, no final da década de
30, da tristeza dos citros, causada pelo Citrus tristeza virus (CTV). A doenca se
disseminou rapidamente por borbulhas e pelo pulgdo preto, dizimando
rapidamente os pomares citricolas paulistas, aliado a esse fato, 90% dos porta-
enxertos utilizados eram de laranja Azeda, o qual era intolerante ao virus,
embora fosse resistente a Phytophthora spp. (REZENDE; KITAJIMA, 2011).
Desta forma, seu uso se tornou inviavel, sendo o0 mesmo substituido pelos
porta-enxertos: limdo Cravo e Rugoso, tangerinas Cledpatra e Sunki e laranja
Caipira. No entanto, estes porta-enxertos por possuirem de moderada a alta
suscetibilidade a gomose de Phytophthora, fizeram com que essa doenca
ganhasse maior importancia (FEICHTENBERGER, 2001).

O declinio e a morte subita dos citros surgiram nas décadas de 70 e 90,
respectivamente, causando prejuizos em laranjas enxertadas em limao Cravo,
fizeram com que porta-enxertos resistentes, como tangerinas Sunki e Cledpatra
e citrumelo Swingle fossem mais usados (POMPEU JUNIOR, 2005).

Para o mesmo autor, as boas caracteristicas agronémicas do limao
Cravo o mantém como o preferido pelos citricultores até os dias de hoje. Trata-
se de um hibrido natural de limédo (C. limon) e uma tangerina (C. reticulata),
origindrio da China. Apresenta tolerancia ao virus da tristeza, porém é
suscetivel a exocorte e xiloporose, e moderadamente suscetivel a
Phytophthora spp.

Por sua vez, a tangerina Sunki é originaria da China e tem sido usada
nos pomares paulistas desde o inicio do século passado. Apresenta diversas
caracteristicas desejaveis como resisténcia a seca e ao frio, tolerancia a
tristeza, xiloporose, morte subita dos citros e ao declinio, além de boa
produtividade de frutos. Porém, sua utilizacao € limitante devido a intolerancia a
exocorte e suscetibilidade a Phytophthora spp. (AGUILAR VILDOSO; POMPEU
JUNIOR, 1997; FEICHTENBERGER, 2001).
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Ja o citrumelo Swingle é constituido do cruzamento entre pomelo
Duncan e trifoliata. Foi introduzido no Brasil na década de 40 pelo IAC.
Caracteriza-se por ser tolerante a doencas como: tristeza do citros, declinio,
morte subita, exocorte, Xxiloporose, nematoide dos citros e a gomose de
Phytophthora; bem como, tolerante a seca e geada (POMPEU JUNIOR, 2005).
Ainda de acordo com o mesmo autor, 0 interesse neste porta-enxerto tem
aumentado desde a década de 80, por ser tolerante ao declinio e resistente a

Phytophthora.

2.3 Doencas causadas por Phytophthora em citros

Espécies de Phytophthora séo fitopatdgenos, veiculados pelo solo,
conhecidos por causarem algumas das mais importantes doencgas em culturas
de grande interesse econbmico em todas as regides do mundo. O género
Phythopthora foi responsavel por uma das piores epidemias da histéria, a
requeima da batata, em 1846, causando milhares de mortes, fome e imigracao
na Irlanda (BERGAMIM FILHO et al., 2011).

Dentre os varios hospedeiros, o patdogeno € relatado em citros desde
1842, na llha dos acgores, como o responsavel pela transicao da cultura de pés-
francos para plantas enxertadas, uma vez que o0 uso de porta-enxertos
resistentes proporcionou um maior controle da doenca (POMPEU JUNIOR,
2005).

De acordo com Massola Jr. e Krugner (2011), o género Phytophthora
pertence ao Reino Stramenopila (Chromista), Filo Oomycota, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales e Familia Peronosporaceae.

Conforme Feichtenberger (2001), a gomose de Phytophthora pode
ocorrer em todas as regides citricolas do mundo. No Brasil, o agente causal
ocorre principalmente em plantios novos, cuja alta incidéncia é devido ao uso
de mudas contaminadas. Além da Gomose de Phytophthora, outras doencas
podem ser causadas por esse género, como “Damping-off’ de pré e pos-
emergéncia; lesbes em folhas, brotos novos e hastes; podriddo do pé e

gomose em troco e ramos; podridbes de raizes e radicelas e, também,
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podriddo parda de frutos. Nas condicdes brasileiras, a podriddo do pé e as
podriddes de raizes sdo as mais recorrentes.

J& foram relatadas vérias espécies de Phytophthora patogénicas ao
citros, porém, as mais importantes as condicfes brasileiras sdo: Phytophthora
nicotianae Brenda de Hann (syn. P. parasitica Dastur) e P. citrophthora (Smith
& Smith) Leonian; dentre estas, a primeira € predominante nas regides
produtoras (AMORIM, 1997; BASSAN et al.,, 2010). A temperatura 6tima do
crescimento micelial de P. nicotianae é de 30 a 32° C e para P. citrophthora é
de 24 a 28° C. (LARANJEIRA et al., 2005).

Este patégeno produz varias estruturas de resisténcia, como
clamidésporos, o0sporos e zodsporos encistados, 0s quais, quando na
superficie do solo ou de 6rgaos afetados (com boa aeracdo) e em condi¢des de
alta umidade, podem formar esporangios; cujo ciclo de producao pode ocorrer
muitas vezes durante o periodo chuvoso. Outros estimulos na formacéo destes
propagulos séo luz e baixos teores de nutrientes essenciais ao patdgeno
(GRAHAM; TIMMER, 2003).

A germinacéo dos esporangios pode ocorrer diretamente pela formacgéo
de tubos germinativos, em condicdes de umidade, ou, indiretamente via
zoosporos, em condicbes de agua livre e por estimulo por uma queda na
temperatura (GRAHAM; MENGE, 1999). Epidemiologicamente, a liberacdo dos
zoOsporos é mais importante, pois em cada esporangio podem ser formados
até 50 zoosporos (FEICHTENBERGER, 2001).

Os zodsporos sao esporos assexuais e biflagelados, capazes de nadar a
curtas distancias, em dire¢do aos exsudatos das raizes do hospedeiro, numa
resposta tipica de quimiotatismo. Além disso, sao facilmente disseminados por
respingos de chuva e pela agua no solo. Entdo, na superficie das raizes,
geralmente nas zonas de alongamento, ocorre a germinagéo pela produgéo de
um tubo germinativo (AMORIM; PASCHOLATI, 2001).

Em situacdes de ambiente desfavoravel, os zo6sporos podem encistar e
permanecer como esporos de resisténcia por longos periodos no solo
(GRAHAM; TIMMER, 2003).
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Além deste, P. nicotianae também produz grande quantidade de
clamidésporos, em situacdes de baixas concentracdes de oxigénio e nutrientes,
altas concentracdes de dioxido de carbono e temperatura abaixo de 18°C. O
mesmo nao ocorre na maioria dos isolados de P. citrophthora. Sob estas
condicdes, os clamiddsporos permanecem dormentes no solo por meses, mas
podem germinar estimulados pelo aumento de temperatura, de 28 a 32° C, alta
umidade e quantidade de nutrientes e/ou na presenca de exsudatos de raizes
(LARANJEIRA et al., 2005).

J& 0s o0sporos, esporos com parede celular espessa, possuem alta
resisténcia em condi¢cdes adversas, como baixas temperaturas e dessecacao.
Sao responsaveis pela reproducdo sexual de Phytophthora, ou seja, podem
causar variacfes genéticas na populacdo, quando tipos de compatibilidade
sexual diferentes sdo pareados. As condicbes para a germinacdo Ss&o
semelhantes as requeridas pelos clamidésporos (GRAHAM; TIMMER, 2003;
FEICHTENBERGER, 2001).

A populacdo do patdégeno se mantém ativa no solo em virtude de
repetidas infec¢des nas raizes. Em condi¢des favoraveis, as raizes infectadas
produzem esporangios, 0s quais dardao origem a novos zodsporos que, atraidos
pelos exsudatos radiculares, infectardo novas raizes. Em contato com o
hospedeiro, 0os zodsporos encistam, germinam e infectam, geralmente, no local
de alongamento das raizes. Este ciclo pode se repetir enquanto houver
condicbes favoraveis e disponibilidade de tecido suscetivel (GRAHAM;
MENGE, 1999). Portanto, doencas causadas por este grupo sdo policiclicas
(MASSOLA JR; KRUGNER, 2011).

A medida que as raizes apodrecem, o fitopatdgeno passa a produzir
clamidosporos para garantir sua sobrevivéncia no solo ou em restos vegetais
por longos periodos; principalmente, P. nicotianae. Se condi¢bes favoraveis
surgirem, os clamidésporos germinardo diretamente através de micélios, ou
indiretamente, pela producédo de esporangios e zodsporos. Quando dois tipos
de diferente compatibilidade sexual se cruzam, oésporos podem ser formados,
ajudando na sobrevivéncia do fungo (GRAHAM; MENGE, 1999;
FEICHTENBERGER, 2001).
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Figura 1 - Estruturas reprodutivas do patdgeno: odlsporo, clamidésporo, esporéangio e
zooésporo. (Fonte: GRAHAM; TIMMER, 2003 - Adaptado pela autora).

2.3.1 Sintomas

Phytophthora spp. pode causar diversos tipos de sintomas em plantas
citricas. Estes podem ocorrer nas sementeiras — tombamento, mela ou
“‘Damping-off” (pré e pds-emergéncia); em raizes e radicelas; em arvores
adultas pela podriddo do pé ou gomose de tronco e ramos; em folhas e brotos
novos e também em frutos (Figura 2). “Damping-off” de pré-emergéncia ocorre
guando Phytophthora spp. ataca as sementes, provocando seu apodrecimento
e morte, antes da germinacdo. Ja, em poés-emergéncia, o “Damping-off”
caracteriza-se pela infeccdo na base do cauliculo de plantulas recém-
germinadas levando-as a morte (Figura 2A e 2B). (FEICHTENBERGER, 2001).

Por sua vez, os sintomas de podriddes de raizes e radicelas ocorrem
devido a infeccéo e destruicdo dos tecidos externos do cortex (Figura 2C), que

podem ser agravados por colonizacdes de microrganismos secundarios,
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originando podridées de cor parda (FUTCH; GRAHAM, 2012). Em viveiros,
estes sintomas podem ser severos, principalmente, se ocorrerem em porta-
enxertos suscetiveis (GRAHAM; TIMMER, 2003). E comum a ocorréncia dos
mesmos em pomares recém-formados, pelo plantio de mudas contaminadas,
pois, as plantas nem sempre apresentam os sintomas reflexos tipicos. Ou,
também, pela penetracdo do patégeno em ferimentos provocados pelo
arranquio das mudas. O ataque as plantas adultas raramente leva-as a morte,
podendo comprometer a produtividade das mesmas somente quando ha
elevadas concentracdes do patégeno no solo (FEICHTENBERGER, 2001). No
entanto, a crescente utilizagdo de mudas certificadas, instituida pela Secretaria
da Agricultura para a producdo de mudas citricas em ambiente protegido no
Estado de Sao Paulo, tem diminuido a incidéncia de Phytophthora spp. devido
a melhor qualidade fitossanitaria das mudas (LARANJEIRA et al., 2005).

Ja os sintomas de podriddo do pé e a gomose em tronco e ramos
resultam do ataque do patégeno nestes locais produzindo lesées que exsudam
goma (Figura 2D). A infeccdo ocorre quando algum propagulo do patégeno €
respingado no tronco, acima da regido da enxertia, sendo favorecida por
ferimentos e umidade. Ap6s um maior desenvolvimento da lesdo, forma-se
uma area necrotica sob a casca, de coloracdo escura, a qual pode circundar
toda a circunferéncia do tronco e provocar a morte da arvore. Lesdes severas
como estas impedem o livre fluxo de seiva elaborada para o sistema radicular
(FUTCH; GRAHAM, 2012); provocando sintomas reflexos como
amarelecimento em folhas, que depois murcham e caem; florescimentos e
frutificacOes frequentes, em geral fora de época; producao de frutos pequenos;
seca e morte progressiva de ramos e ponteiros; desfolha, seca de ramos e,
consequentemente, morte completa da planta (FEICHTENBERGER, 2001).

Esse tipo de infeccdo ndo é tdo relevante do ponto de vista
epidemioldgico. Porém, pode-se gerar uma epidemia quando a Phytophthora
spp. € introduzida, no campo ou em viveiros, através de mudas contaminadas
(GRAHAM; MENGE, 1999). Sendo assim, os respingos de chuva ou irrigacao e
0 vento sdo responsaveis pela disseminacdo do agente causal nos viveiros
(FEICHTENBERGER, 2001). E, também, nos pomares, podem levar o0s
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propagulos do patdgeno do solo para as folhas, brotos novos e frutos da parte
baixa da copa das plantas, causando infeccbes secundarias (GRAHAM;
TIMMER, 2003; GRAHAM et al., 1998).

As lesdes em folhas e brotos novos sdo escuras e encharcadas,
tornando-se, posteriormente, necroticas (Figura 2E e 2F). Nestes, as lesfes
surgem da ponta para a base (FEICHTENBERGER, 2001).

A podriddo parda dos frutos afeta todas as variedades, principalmente os
limdes, quando os frutos estdo maduros. A lesdo inicia-se com uma
descoloracdo da casca que, posteriormente, torna-se marrom escura, com
cheiro forte devido a podridao (Figura 2G) (LARANJEIRA et al. 2005; FUTCH;
GRAHAM, 2012). Surtos epidémicos da doenca sdo estimulados em periodos
onde coincidem umidade prolongada - excedendo sete dias - e altas
temperaturas (de 23 a 32° C) durante a maturacao dos frutos (GRAHAM et al.,
1998).
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Figura 2 - Doengas incitadas por Phytophthora spp. em citros: A. “Damping off’ de pos-

emergéncia; B. “Damping off’ de pré-emergéncia; C. Podriddes de raizes e
radicelas; D. Gomose em tronco; E. Lesbes em folhas; F. LesBes em brotos
novos; G: Podriddo parda de frutos. (Fonte: A,B: Autora; C: FUTCH; GRAHAM,
2012; D, E, F e G: FEICHTENBERGER, 2001).
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2.3.2 Medidas de Controle

Dentre as medidas de controle de doencgas causadas por Phytophthora
spp. incluem-se as curativas - tratamento quimico, controle biolégico e cultural,
e as preventivas - utilizacdo de mudas sadias e de porta-enxertos tolerantes ja
existentes ou obtidas através de programas de melhoramento genético
(MEDINA FILHO et al., 2004; BASSAN et al., 2010, GRAHAM et al., 2013).

Devido a importancia da gomose em citros, muitas pesquisas sao feitas
com objetivo de estudar a resisténcia de porta-enxertos a Phytophthora spp.
visando seleciona-los para programas de melhoramento genético, utilizado
como a principal medida de controle. Em um estudo de Graham (1990), através
da inoculacdo do solo com alta densidade de in6culo de Phytophthora foi
possivel quantificar a severidade da doenca em porta-enxertos de citros. De
acordo com a pesquisa, citrumelo Swingle e trifoliata ndo s&o imunes a
infeccdo, mas sdo capazes de regenerar suas raizes. Em estudo posterior,
Graham (1995) identificou como tolerantes ao ataque de P. nicotianae, em solo
infestado, os porta-enxertos capazes de regenerar os tecidos de suas raizes
infectadas. Isso se deve as diferentes respostas dos porta-enxertos a
colonizacdo das células corticais por Phytophthora spp., que foram menos
severas em trifoliata, tolerante, em comparacdo com laranja azeda, suscetivel
(WIDMER et al., 1998).

Medina Filho et al. (2004) ao avaliarem varios porta-enxertos de citros
infectados por P. nicotianae quanto a taxa de sobrevivéncia, redugéo de raizes
e partes aéreas, diametro do caule e altura de plantas, observaram que o
citrumelo Swingle e tangerina Sunki sdo altamente resistentes e suscetiveis ao
patdgeno, respectivamente. Enquanto que os demais clones testados, limao
Cravo, laranja Azeda, liméo Volkameriano e tangerina Suen Kat apresentaram
porcentagens intermediarias quanto aos parametros analisados. Outro ponto
interessante deste estudo foi que o mais baixo nivel de tolerancia, entre todos
0s materiais estudados, foi encontrado em um grupo formado por hibridos entre

a tangerina Sunki e o limao Cravo.
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Siviero et al. (2002) trouxeram muitas contribuicdes em avaliagbes de
porta-enxertos a Phytophthora spp. testando diferentes métodos de inoculacéo
em plantulas e plantas jovens de citros. Entre os métodos, a inoculacdo em
plantulas pode ser feita através de ferimentos na regido do colo, enquanto que
em plantas jovens pode ser feita pela técnica do palito de dente ou agulha
infestada com o patdgeno. Também € possivel utilizar métodos de inoculacao
com estruturas do patégeno em substrato (zodsporo, clamidésporo, esporangio
e micélio), conforme trabalhos de Graham (1995); Timmer et al., 1988; Widmer
et al., 1998; entre outros.

Em relacdo ao controle cultural, praticas sdo adotadas com o objetivo de
desfavorecer o patégeno (BEDENDO et al., 2011). Desta forma, preconiza-se
evitar ferimentos de tronco e raizes principais, principalmente no momento do
transplante; evitar o uso de equipamentos de manejo que possam ferir as
plantas; selecionar areas para plantio, evitando-se solos com ma-drenagem;
adotar praticas de conservacdo do solo; utilizar adubos organicos que
favorecam a microflora antagbnica a Phytophthora spp. no solo; evitar
respingos de agua no tronco das arvores (FEICHTENBERGER, 2001); De
acordo com Graham et al. (2013), deve-se fazer inspecbes frequentes nos
viveiros e, em locais com histérico de podriddo do pé, deve-se evitar o plantio
de porta-enxertos suscetiveis, substituindo-os por citrumelo Swingle para o
replantio.

Por sua vez, o controle quimico é feito de maneira preventiva e curativa,
pela aplicacdo de fungicidas especificos para os oomicetos, como o metalaxyl,
fosetil-Al e os fosfitos. Estes produtos promovem somente uma acao inibitoria
ao patdégeno, mas ndo sua erradicagcdo no solo. Uma vez que seu uso é
cessado, rapidamente a Phytophthora spp. pode recuperar sua densidade
populacional no campo e causar, novamente, prejuizos a cultura
(FEICHTENBERGER, 2001).

Em contrapartida, o controle bioldgico de doencas de plantas utiliza um
ou mais microrganismos para reduzir a quantidade de inéculo ou as atividades
determinantes da doenca (BEDENDO et al., 2011). Este tipo de controle tem
sido estimulado em virtude da pressédo da sociedade por alimentos saudaveis,
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livres de residuos quimicos, bem como, para a conservacdo dos recursos
naturais (ALABOUVETTE et al., 2006; BETIOL; MORANDI, 2009).

2.4 Controle bioldgico

As doencas de plantas sempre foram entraves a producéo agricola por
causarem reducdo na producdo gerando prejuizos econémicos (BERGAMIN
FILHO et al.,, 2011), principalmente para a citricultura (POMPEU JUNIOR,
2005; LARANJEIRA et al., 2005).

Dentro das perspectivas atuais, sustentabilidade e alimentos mais
saudaveis tém sido uma constante exigéncia da sociedade (LOPES, 2009).
Para atender esta demanda, o controle biolégico mostra-se como uma
alternativa viavel e tecnicamente justificavel, por manter a densidade
populacional dos fitopatdgenos associados a agricultura abaixo do limiar de
dano econdmico de forma natural e em niveis ecologicamente aceitaveis
(MORETTO, 2000; BETIOL; MORANDI, 2009).

Para o controle biolégico, a doenca é representada por um tetraedro, em
que ha influéncia direta do ambiente no patdgeno e nos microrganismos nao-
patogénicos no sitio de infeccdo do hospedeiro (Figura 3) (BETTIOL; GHINI,
2009).

Hospedeiro

Homem
(manejo)

Patégeno

Ambiente . .
Microrganismos

nao patogeénico:

Figura 3 - Tetraedro da doenca: Interacdes entre patégeno e microrganismos nao patogénicos
no sitio de infeccao do hospedeiro, influenciados pelo ambiente. Fonte: BETTIOL;
GHINI, 2009.
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Ainda para 0s autores, 0S microrganismos nao-patogénicos sao capazes
de aumentar ou limitar a acdo dos patdégenos e, também, de estimular a
resisténcia do hospedeiro (BETTIOL; GHINI, 2009). Para isso, 0s antagonistas
possuem diversos mecanismos cuja acao afetam as populagbes dos
fitopatbgenos, devido a capacidade de hiperparasitismo; de competir por
espaco e nutrientes para sobreviver na presenca de outros microrganismos; de
produzir substancias antibiéticas, toxicas, que afetam diretamente o patdgeno;
pela producdo de enzimas que atacam 0s componentes celulares dos agentes
patogénicos; pela capacidade de induzir respostas de defesa nas plantas ou
por estimular o metabolismo delas, agindo indiretamente no patégeno
(AGRIOS, 2005).

Os microrganismos com potencialidade antagonistica podem ser
encontrados no filoplano, predominantemente caracterizado por comunidades
de bactérias, leveduras e fungos relacionados com a senescéncia.
Ecologicamente, estes organismos possuem importante funcéo de equilibrio na
filosfera, pois competem com os fitopatdgenos, produzem hormdénios de
crescimento e fitoalexinas, fixam nitrogénio, entre outros (BETTIOL; GHINI,
2009). Além disso, agentes de controle biolégico podem ser encontrados na
rizosfera, apresentando habilidade de competicdo saprofitica, decomposicéo da
matéria organica, bem como, prevenindo o estabelecimento de fitopatégenos
ou inibindo suas atividades patogénicas; denominado pela comunidade
cientifica por solo supressivo (AGRIOS, 2005; REIS, 1991).

Estes microrganismos, além de suas fungBes naturais no
agroecossistema, podem ser aplicados no solo, na parte aérea das plantas ou
apos a colheita em frutos e hortalicas, visando o biocontrole de doencas. E,
ainda, conforme trabalhos de Luz (1993, 2001), Amorim e Melo (2002), Diniz et
al. (2009), entre outros, a microbiolizacdo de sementes, antes do plantio, com
propagulos dos bioprotetores, tem sido uma estratégica para o controle de
patogenos habitantes do solo, por proteger a germinacao, bem como, favorecer
o desenvolvimento das plantas.

Em muitos trabalhos, estes microrganismos nao-patogénicos sao

aplicados em misturas com o objetivo de obter melhores resultados de controle.
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Segundo Raupach e Kloepper (1998), a mistura de agentes de biocontrole
pode incluir microrganismos com diferentes padrfes de colonizacdo e que
controlam diferentes patogenos, além de poder combinar diferentes
mecanismos de acgdo; 0 que consequentemente, pode levar a uma maior
supressao de patdgenos prejudiciais no solo. Além disso, a mistura de isolados
se aproxima mais do que acontece naturalmente no ambiente.

Dentre as doencas de plantas, o controle de fitopatdgenos veiculados
pelo solo é extremamente dificil. Os fungos do género Trichoderma sé&o
extensivamente citados na literatura cientifica como eficazes agentes de
controle bioldgico contra diversos patégenos de solo, que causam tombamento,
como Fusarium e Rhizoctonia, além de Pythium, Phytophthora, Sclerotium e
Sclerotinia; diminuindo a incidéncia e severidade dos mesmos (HARMAN,
2000; HOWELL, 2003; LONGA; PERTOT, POMELLA; RIBEIRO, 2009).

Autores da literatura cientifica como Amorim (1997), Corréa et al. (2011),
entre outros, obtiveram inibicdo da colénia e reducdo na porcentagem de
infeccdo de Phytophthora nicotianae em citros pela aplicagdo de isolados de

Trichoderma spp.

2.5 Trichoderma spp.

O potencial dos Trichoderma spp. como agentes de biocontrole é
reconhecido pela comunidade cientifica desde 1930, o que desencadeou na
producdo comercial de varias espécies do antagonista para a protecédo e
crescimento de plantas de inimeras culturas nos EUA; assim como, na India,
Israel, Nova Zelandia e Suécia, pela producdo e uso de mistura de espécies
(HOWELL, 2003).

No Brasil, espécies de Trichoderma merecem posi¢cdo de destaque
dentro dos estudos sobre controle bioldgico de doencas de plantas. Em 1950,
foi o tema da primeira publicagdo sobre o assunto pelo pesquisador Reinaldo
Foster, do Instituto Agrondmico de Campinas. Em sua pesquisa, Foster
conseguiu reduzir em até 90% a capacidade infectiva do virus do mosaico do

fumo (TMV) por filtrados de cultura de Trichoderma spp. Anos depois, no final
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da década de 80, o primeiro produto comercial disponibilizado também foi com
uma espécie do antagonista, que passou a ser utilizado para o controle de
Phytophthora cactorum da macieira (LOPES, 2009).

Devido sua eficiéncia, em 1992, a primeira empresa privada do ramo, no
pais, comecou a produzir e comercializar espécies de Trichoderma. Outro ano
importante foi o registro do primeiro fungicida biolégico comercial chamado
Trichodermil — Trichoderma harzianum, em 2008, pela empresa Itaforte
Bioprodutos Ltda. Portanto, trata-se do agente de controle biolégico mais
estudado e utilizado no Brasil e, também, em outros paises da América Latina.
(BETIOL; MORANDI, 2009).

Dentro deste contexto, diversos autores tém demonstrado a eficiéncia de
espécies de Trichoderma spp. no controle bioldgico de patégenos ( PORRAS et
al., 2007; LOUZADA et al., 2009; SAKSIRIRAT et al.,, 2009; CORREA et al.,
2011).

Do ponto de vista etioldgico, as espécies de Trichoderma sédo fungos
filamentosos, cosmopolitas, pois estes habitantes, principalmente do solo e da
rizosfera, podem ser facilmente encontrados em diversos tipos de solos no
mundo (HARAN et al., 1996).

Estes agentes de controle biolégico promovem a supressdo de
patdgenos de plantas no solo, devido a producdo de um complexo de enzimas,
como protease, glucanase, celulase e quitinase. Essas enzimas degradam os
polissacarideos, quitina e B-glucanas que séo responsaveis pela rigidez das
paredes das células dos fungos, destruindo sua integridade (WOOD; McCRAE,
1977; HARAN, 1996; ZALDIVAR et al., 2001; HOWELL, 2003). De acordo com
Howell (2003), eles também produzem uma vasta gama de substancias
antibiéticas que inibem outros fungos.

Contudo, sédo avirulentos as plantas e convivem com elas de forma
simbidtica e oportunista, favorecendo-as também por parasitarem outros
fungos no solo — mecanismo chamado micoparasitismo (HARMAN et al., 2004;
HARMAN; SHORESH, 2007).

Este complexo mecanismo envolve desde a percepcdo pelo

Trichoderma spp. da presenca do fungo alvo, por estimulos quimicos —
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quimiotropismo ou por tigmotropismo, bem como por seu crescimento
proposital em direcdo ao hospedeiro e, posteriormente, seu enrolamento em
torno de suas hifas; como também, a producdo de varias enzimas
extracelulares antifungicas. Na interacdo com outros fungos, antes de parear
com o hospedeiro alvo, o gene que codifica a producdo da endoquitinase é
ativado, enquanto que a producado da exoquitinase ocorre somente depois que
0 contato € estabelecido entre ambos, sendo responsaveis por fragmentar as
paredes das células do fungo alvo; além das substancias fungitoxicas que sao
liberadas e atacam o fungo hospedeiro antes mesmo do contato (CHET et al.,
2002). H4, pelo menos, de 20 a 30 genes conhecidos, além de proteinas ou
metabdlitos diretamente envolvidos neste processo (HARMAN; SHORESH,
2007).

Além disso, os Trichoderma spp. sdo conhecidos por serem eficientes
competidores com outros fungos por espaco e nutrientes na rizosfera, bem
como, por competirem por exsudatos de sementes no solo - substancias que
estimulam a germinacdo de propagulos de fungos fitopatogénicos de plantas
(HARMAN et al., 2006).

Descobertas recentes tém mostrado que espécies de Trichoderma spp.
sdo capazes de induzir resisténcia sistemica e localizada para uma variedade
de patogénios de plantas; incluindo fungos, oomicetos, bactérias e até virus
(HANSON et al., 2004; HARMAN et al., 2006). E, alguns isolados também tém
influéncia substancial sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas
(HOWELL, 2003; HARMAN et al., 2004; TUCCI et al., 2011).

O fendmeno da resisténcia sistémica induzida também é conhecido por
inducéo de protecdo ou imunidade adquirida e ocorre qguando 0S mecanismos
latentes de resisténcia de uma planta, pos-infeccionais, séo ativados por meio
de elicitores externos, que podem ser bibdticos ou abibticos; sem que haja
alteracao do genoma da mesma (BEDENDO et al., 2011).

A protecgdo induzida pode se manifestar local ou sistemicamente e exige
um intervalo de tempo entre a aplicacdo do indutor até a inoculacdo do
patégeno, haja vista que se espera que ocorra uma série de modificacdes
especificas no metabolismo da planta, relacionados a defesa. Porém, a
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inducdo de resisténcia nem sempre leva ao controle da doenca, pois 0s
mecanismos de defesa ativados podem ser localizados e de curta duracao
(PASCHOLATI, 2011). Quando a inducdo de resisténcia € promovida por um
agente biotico e a doenca é controlada, ele é considerado um agente de
controle bioldgico (BEDENDO et al., 2011).

Yedidia et al. (1999) estudaram as respostas de inducéo de defesa por
Trichoderma harzianum em plantas de pepino e trouxeram muitas contribuicdes
para a compreensdo de como o fungo ativa os mecanismos de resiténcia da
planta. De acordo com este trabalho, o fungo penetrou nas células da epiderme
e do cortex das raizes, cresceu intercelularmente, sem extensa degradacdo da
parede celular do hospedeiro. Todavia, ele ndo penetrou nos tecidos mais
intimos da raiz, exceto em algumas areas localizadas, onde as células do
mesmo puderam ser vistas na endoderme. Sua colonizagao n&o foi associada
com alteracOes celulares ou digestdo da parede celular do hospedeiro, como
ocorre em varias outras interacdes patégeno-hospedeiro. O momento mais
interessante deste estudo foi a resposta da planta a penetracdo das hifas de T.
harzianum em suas raizes. Elas produziram aposi¢cdes de parede de células,
enriquecidas com calose, adjacentes as células invadidas. Acrescenta-se que
houve também a producdo de substancias tdxicas, como 0S compostos
fendlicos e fitoalexinas. Outra resposta a infeccéo foi a oclusdo da maioria dos
espacos intercelulares na epiderme e coOrtex da raiz com um material denso
que mostrou diferentes graus de compactacdo e opacidade eletrbnica,
impedindo a penetracdo e o desenvolvimento das células fungicas. Foi
constatado, ainda, a ativacdo de mecanismos de defesa das plantas de pepino,
como maior atividade de quitinase e peroxidase (proteinas RP) em raizes e
folhas. Segundo Harman e Shoresh (2007), o aumento da atividade das
enzimas nas folhas sugere uma resposta de defesa sistémica pela presenca de
Trichoderma spp. nas raizes.

Desta forma, a interacdo de Trichoderma spp. com raizes das plantas
torna-as mais sensiveis, 0 que Ihes permite responder de forma mais eficiente
a um posterior atague patogénico. Essa sensibilizacdo foi evidente, tanto pela
reducdo de sintomas da doenca, como pela potenciacdo sistémica da
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expressdo de genes relacionados com a defesa (YEDIDIA et al.,, 2003;
SHORESH et al., 2005; HARMAN; SHORESH, 2007).

Em um estudo de Howell et al. (2000), pela microbiolizacdo de sementes
de algoddo com T. virens, também constataram que a resisténcia do
hospedeiro foi induzida, devido a sintese de terpendides no sistema radicular,
bem como maior atividade da peroxidase. As mudas tratadas e posteriormente
inoculadas com Rhizoctonia solani apresentaram maiores concentragdes
destes compostos bioativos em relacdo ao controle; estimuladas pela
colonizacdo e penetracdo do agente de biocontrole na epiderme e tecidos
corticais da raiz. Um ponto esclarecedor deste estudo foi mostrar que
terpendides, presente na primeira fase do desenvolvimento radicular, em
concentracbes muito baixas, ndo sao téxicos ao T. virens cuja colonizagcao
pode prosseguir desimpedida.

Ainda em relacéo a capacidade de induzir os mecanismos de defesa das
plantas, as pesquisas de Shoresh et al. (2005) e Djonovic et al. (2007),
indicaram que o acido jasmonico e o etileno podem ser as moléculas de
sinalizacao envolvidas na inducéo de resisténcia pelo Trichoderma ssp.

Além da indugéo de resisténcia sistémica, o estudo de Yedidia et al.
(1999) também verificaram maior crescimento de plantas de pepino pela
aplicacdo de T. harzianum. Isso se justifica porque deve haver um
reconhecimento molecular entre Trichoderma e a planta, resultando na criacao
de uma parceria benéfica que, consequentemente, conduz a uma diminuicéo
na sintese e acumulo de moléculas de defesa.

Shoresh e Harman (2008) ao estudarem os efeitos da inoculagéo do T22
(Trichoderma harzianum) nas raizes de mudas de milho constataram maior
crescimento das plantas e também maior resisténcia foliar ao Colletotrichum
graminicola. Neste estudo, o efeito da promocé&o de crescimento nas plantas foi
explicado devido as alteragbes no proteoma, em que houve alteragdo na
expressdo de mais de 300 proteinas nas plantas tratadas pelo antagonista.
Dentre elas, ocorreu aumento dos niveis de enzimas envolvidas nas vias
respiratérias, juntamente com o aumento dos niveis de proteinas envolvidas no

bY

processo de fotossintese, além de proteinas relacionadas a producdo de
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celulose e parede celular (maior barreira fisica, maior resisténcia aos
patogenos). Constatou-se também, alteracdes no metabolismo energético tanto
via glicélise como via acido tricarboxilico; aumentando a taxa fotossintética e a
quantidade de amido na planta. Isso mostra que a interagdo fungo-planta tem
efeito sistémico. Apesar de terem sido aplicados nas raizes, eles provocaram
diversas modificacbes fisiolégicas e fenotipicas na planta (SHORESH,;
HARMAN, 2008). Porém, as respostas de crescimento variaram entre os varios
hibridos de milho tratados com T-22, pois, em algumas linhagens da cultura
ocorreram reducdes no rendimento, sugerindo que as respostas variam de
acordo com o genétipo da planta (HARMAN et al., 2004).

Outra informacgdo importante na interacdo Trichoderma-planta, é que ao
penetrar nas raizes, o fungo tem acesso aos nutrientes das plantas, o que lhes
permite proliferar. Isso esta diretamente relacionado a maior massa de raizes e
parte aérea nas plantas, pois esse aumento na massa de raizes € o que
garante mais sitios para sua sobrevivéncia. Portanto, essa interacdo simbiotica,
de beneficio mutuo, foi 0 sucesso da sua sobrevivéncia na maioria dos solos do
mundo. Para as plantas, os beneficios sdo o aumento de raizes e parte aérea,
maior absorcdo de macro e micro-nutrientes e protecdo aos patdogenos
(HARMAN; SHORESH, 2007). Para os autores, esta interacdo se assemelha a
associacado de endomicorrizas com as plantas.

Quanto a maior absorcao de nutrientes pelas plantas devido a interacdo
com Trichoderma spp., muitos trabalhos cientificos indicam que essa espécie
de fungo é capaz de solubilizar varios nutrientes presentes no solo em formas
insollveis as plantas, como o fésforo, ferro, cobre, zinco e manganés. E
também, aumenta a eficiéncia na absorcao de nitrogénio fertilizante (HARMAN
et al., 2004). De acordo com os autores, esse agente de biocontrole é
resistente a microbiota deletéria presente no solo. Alguns microrganismos
deletérios ndo patogénicos associados as raizes das plantas produzem cianeto
- provavelmente para competir com os demais e manter o seu nicho. Espécies
de Trichoderma produzem duas enzimas que sao capazes de degrada-los,

bem como, destruir metabolitos toxicos produzidos por eles.
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O isolado de Phytophthora nicotianae, IAC-95, e as 18 linhagens de
Trichoderma sp. (ACB-02, ACB-03, ACB-04, ACB-05, ACB-14, ACB-32, ACB-
33, ACB-34, ACB-36, ACB-37, ACB-38, ACB-40, ACB-42, ACB-43, ACB-183/5,
ACB-T1, ACB-T6, ACB-T002) fazem parte da colecdo de isolados do
Laboratério de Fitopatologia e Controle bioldgico do Centro de Citricultura
Sylvio Moreira/IAC, em Cordeiropolis/SP (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero e identificacdo dos isolados de Trichoderma spp.; Hospedeiro e

Procedéncia

N° isolado Identificagcéo Hospedeiro Procedéncia

ACB - 02 Trichoderma sp. Banana Jaboticabal

ACB - 03 T. aureoviride Milho Lab. De Fitopatologia - FCAV/ UNESP
ACB - 04 T. harzianum Feijao Lab. De Fitopatologia - FCAV/ UNESP
ACB - 05 T. koningii Citros Lab. De Fitopatologia - FCAV/ UNESP
ACB - 14 T. viride Citros Dep. de Microbiologia - FCAV/ UNESP
ACB - 32 T. virens Laranja Péra Bebedouro

ACB - 33 T. aureoviride Laranja Péra Tailva

ACB - 34 T. aureoviride Laranja Péra Mogi Guagu

ACB - 36 T. aureoviride Laranja Péra Mogi Guacu

ACB - 37 T. pseudokoningii  Laranja Péra Mogi Guagu

ACB - 38 T. koningii Laranja Péra Mogi Guacu

ACB - 40 Trichoderma sp. Lima Acida Tahiti  Itapolis

ACB - 42 Trichoderma sp. Banana Instituto Biologico/ SP

ACB - 43 Trichoderma sp. Palmito Sao Bento do Sapucai

ACB - 183/5 Trichoderma sp. Citros Jaguariina - EMBRAPA

ACB-T1 Trichoderma sp. Soja Uberaba

ACB -T6 Trichoderma sp. Soja Uberaba

ACB -T002  Trichoderma sp. Banana Guarulhos




44

3.2 Influéncia de isolados de Trichoderma spp. no crescimento micelial

de Phytophthora nicotianae

Para verificar o efeito dos isolados de Trichoderma spp. no crescimento
micelial de P. nicotianae, utilizou-se a técnica de cultivo pareado em placa de
Petri (DENNIS; WEBSTER, 1971). Discos de 5 mm de diametro retirados de
colénias ativas de P. nicotianae (7 dias), cultivado em meio cenoura-agar,
foram transferidos para placas de Petri contendo batata-dextrose-agar a 3cm
de distancia da coldnia dos diferentes isolados de Trichoderma spp. As
testemunhas foram representadas pelo cultivo do patdégeno, na auséncia dos

antagonistas.

3.3 Producgdo de substancias antifungicas termoestaveis e livres de
células de Trichoderma spp. e seu efeito sobre o crescimento micelial de

Phytophthora nicotianae

Os isolados de Trichoderma spp. foram estudados quanto ao efeito de
seus metabolitos, livres de células, sobre o crescimento micelial de P.
nicotianae. Para cada isolado de Trichoderma sp. foi utilizado um Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de batata dextrose (BD). Trés discos de meio, com
crescimento micelial do antagonista foi colocado no Erlenmeyer e incubado a
28° C por 120 horas, sob agitacdo constante e fotoperiodo 12/12h. O caldo
obtido foi filtrado em membrana Millipore (0,45 um), a fim de se conseguir um
filtrado livre de células de Trichoderma sp. (FRIGHETTO; MELO, 1995).

Amostras de 10 mL de cada filtrado foram transferidas para
Erlenmeyers com capacidade para 250 mL, contendo 90 mL de BDA fundente
(aproximadamente 45° C). Os meios, correspondentes a cada tratamento,
foram vertidos para placas de Petri.

Para testar a producdo de metabolitos termoestéveis pelos isolados de
Trichoderma spp., foi utilizada a mesma metodologia da obtencdo do caldo,

sendo que, em seguida, uma aliquota de 40 mL foi retirada de cada frasco,
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correspondente a cada isolado de Trichoderma spp., e submetida a
centrifugacéo. Obtidos os sobrenadantes, foram transferidas amostras de 10
mL para Erlenmeyers com 90 mL de BDA. Em seguida, os meios foram
esterilizados em autoclave por 20 minutos, a 120° C e 1 atm de presséo, sendo
que, posteriormente, cada meio, contendo o respectivo metabdlito, foi vertido

para placas de Petri.

Apos solidificacdo dos meios, um disco de 5 mm de diametro retirados
de col6nias ativas de Phytophthora (7 dias), foi transferido para o centro de
cada placa. As testemunhas foram constituidas de placas contendo o
fitopatbgeno nos meios de cultura, sem a presenca de metabdlitos (livres de

células ou termoestaveis).

3.4 Producao de metabdlitos volateis por Trichoderma spp.

Para verificar a producdo de metabdlitos volateis pelos isolados de
Trichoderma spp. e o efeito sobre o desenvolvimento micelial da colénia de P.
nicotianae, discos de 5 mm do antagonista e do patdogeno foram transferidos
para cada um dos lados de placas de poliestireno descartaveis divididas ao
meio, contendo meio BDA. A testemunha foi constituida de placas contendo

apenas um disco do fitopatdgeno.

3.5 Incubacgado das culturas, avaliagcdo e delineamento estatistico dos

experimentos in vitro

Em todos os experimentos in vitro, as culturas foram mantidas a 28°C
sob fotoperiodo de 12/12 h, em estufa para B.O.D. A avaliagédo foi realizada
guando a colbnia do patdgeno nos tratamentos testemunhas atingiram as
bordas das placas, por meio de medi¢es do crescimento micelial das colonias
de Phytophthora, em dois sentidos perpendiculares. Utilizou-se delineamento

inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a
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andlise de variancia (ANOVA), considerando um nivel de significancia a= 0,05
e as médias comparadas pelo Teste de Tukey. Os dados foram transformados,
guando necessario, segundo o método de Box-Cox (BOX; COX, 1964), para
obter a normalidade dos dados (SHAPIRO; WILK, 1965). Utilizou-se o software
livre R (versao 3.0.1) e seu pacote ExpDes.

3.6 Promocdo de crescimento de porta-enxertos de citros pela

aplicacdo de Trichoderma spp.

Foi realizado um experimento em casa-de-vegetacdo com 0 objetivo de
selecionar isolados de Trichoderma spp. como promotores de crescimento de
plantas citricas.

Neste estudo, foram utilizados trés porta-enxertos: liméo Cravo, tangerina
Sunki e citrumelo Swingle, cujas sementes foram provenientes do setor de
Borbulhas do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, em Cordeirépolis/SP.
As mudas foram produzidas em tubetes, utilizando o substrato ‘Plantmax’,
mantido sem esterilizacdo, e constituido de mesmo lote (FREITAS; AGUILAR
VILDOSO, 2004).

Os 18 isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em placas de Petri
contendo meio BDA e incubados por dez dias em estufa para BOD a 28° C e
fotoperiodo de 12 horas. A suspensdao de inoculo para cada agente de controle
biolégico (ACB) foi feita adicionando-se 10 mL de &gua destilada e
esterilizada/placa, onde o micélio foi raspado com o auxilio de uma lamina de
microscopia estéril. 10 mL da suspensédo (1x10’ conidios/mL) de cada isolado
de Trichoderma foi adicionada por tubete aos 55 dias apds a semeadura. Como
testemunha, foram usadas plantas sem tratamento com o ACB. Um tratamento
foi constituido da mistura de trés isolados (ACB-33, ACB-34 e ACB-37), na
proporcao 1:1:1 (v/v), conforme Macagnan (2008). Estes foram escolhidos de
acordo com os resultados obtidos por Corréa et al. (2011). Aos 146 dias apos a
semeadura, as plantas foram novamente tratadas com o0s isolados
(metodologia adaptada de FREITAS; AGUILAR VILDOSO, 2004).
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Foram avaliados a altura e niumero de folhas das plantas aos 30, 60, 90,
120, 150, 180 dias apdés o tratamento com os antagonistas. Ao final do
experimento foi determinada a massa de matéria seca da parte aérea e de
raizes das plantas.

Os tratamentos foram dispostos em um delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de uma
planta, em esquema de parcela subdividida em que nas parcelas aplicaram-se
os isolados de Trichoderma spp. (20 niveis) e nas subparcelas considerou-se 6
tempos: 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias ap6s a aplicacao, para os parametros
de altura e nimero de folhas. Os dados foram analisados separadamente para
cada variedade e foram transformados segundo o método de Box-Cox (BOX;
COX, 1964), para obter a normalidade dos dados (SHAPIRO; WILK, 1965).
Utilizou-se o software livre R (versdo 3.0.1) e seu pacote ExpDes e as médias
comparadas pelo Teste de Duncan a 5 %.

3.7 Inducéo de resisténcia a gomose de Phytophthora nicotianae

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo para selecionar
isolados de Trichoderma spp. com potencial para induzir resisténcia a P.
nicotianae nos mesmos porta-enxertos utilizados no experimento anterior
(item 3.6). As plantas foram cultivadas em vasos de 3 L contendo substrato
‘Plantmax’ mantido sem esteriliza¢éo, e constituido de mesmo lote (FREITAS;
AGUILAR VILDOSO, 2004).

Os 18 isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em placas de Petri
contendo meio Batata-Dextrose-Agar e incubados por dez dias em camara de
crescimento a 28°C e fotoperiodo de 12 horas.

As sementes de cada um dos porta-enxertos foram desinfestadas em
solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO 0.7%) por 5 minutos, lavadas em agua
corrente e, ap6s 24 horas de secagem, em temperatura ambiente, foram
imersas nas suspensdes de cada isolado de Trichoderma (1x10’ conidios/mL)

por 1 hora. As testemunhas consistiram de sementes desinfestadas e imersas
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em agua destilada autoclavada no lugar do antagonista. Apos a secagem por
duas horas, as sementes foram semeadas (AMORIM; MELO, 2002).

Um tratamento constituiu da imersdo das sementes em mistura de
suspensdes de trés antagonistas (ACB-33, ACB-34 e ACB-37).

As mudas foram inoculadas com P. nicotianae aos 180 dias apds o
plantio. A metodologia de inoculacdo seguiu a descrita por Sivieiro (2001;
2002). Com o auxilio de uma agulha de metal, previamente desinfestada com
alcool 70%, hastes das plantas foram infectadas a altura de 2 cm do colo com
estruturas de P. nicotianae obtidas de colbnias ativas (sete dias). O ponto de
inoculagéo foi protegido com algoddo umedecido e vedado com auxilio de fita
de enxertia. As plantas foram incubadas por 40 dias em uma sala climatizada
com temperatura controlada (25 + 3°C). A avaliacao foi realizada medindo-se o
comprimento da lesé&o.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de duas
plantas. Os dados foram transformados segundo o método de Box-Cox (BOX;
COX, 1964), para obter a normalidade dos dados (SHAPIRO; WILK, 1965) e,
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Foi utilizado o software livre R
(versdo 3.0.1) e seu pacote ExpDes, e a comparacdo de médias foi feita pelo

teste de Duncan a 5 %.

3.8 Controle de Phytophthora nicotianae

Este experimento foi conduzido conforme metodologia adaptada de
Amorim e Melo (2002). Sementes de limdo Cravo e tangerina Sunki foram
desinfestadas em solug&o de hipoclorito de sodio (NaClO 0.7 %) por 5 minutos
e lavadas em agua corrente. Apds 24 horas, a 25° C, foram imersas em
suspensdes de Trichoderma spp. (1x10’ conidios/mL) por 1 hora. As
testemunhas consistiram de sementes desinfestadas e imersas em agua

destilada autoclavada. Ap6s a secagem por 2 horas, as sementes foram
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semeadas em substrato ‘Plantmax’ esterilizado, infestado artificialmente com
Phytophthora nicotianae.

De acordo com Medina Filho et al. (2004), para a producao de inéculo de
P. nicotianae, discos de micélio do patdgeno foram retirados das colbnias e
transferidos para placas de Petri com meio de cultura cenoura-agar. As culturas
foram mantidas a 24° C, no escuro, por seis dias, até o crescimento do micélio
em toda a superficie do meio. Metade das placas foi mantida sob luz
fluorescente continua, durante cinco dias, para promover o desenvolvimento de
esporangios, enquanto que a outra metade continuou no escuro, a mesma
temperatura. Todas as placas foram posteriormente mantidas no escuro, por
mais trés dias, antes da sua utilizacdo nas inocula¢gdes. O conteudo de quatro
placas foi composto por diferentes propagulos do patégeno, incluindo micélio,
esporangios e clamidédsporos, os quais foram homogeneizados no liquidificador
por 1 min, diluindo-se essa suspensdo com 800 ml de 4gua destilada. Cada
tubete recebeu 3 mL dessa suspensao.

Avaliou-se o0 numero de plantas sobreviventes ap6s 60 dias da
semeadura. As plantas foram mantidas em uma sala com temperatura
controlada que variou de 25 a 28° C. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com nove repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de trés
plantas, em arranjo fatorial 21x2 (2 niveis: T. Sunki e L. Cravo). Os dados
foram transformados segundo o método de Box-Cox (BOX; COX, 1964), para
obter a normalidade dos dados (SHAPIRO; WILK, 1965) e, submetidos a analise
de variancia (ANOVA). Foi utilizado o software livre R (versdo 3.0.1) e seu
pacote ExpDes, e a comparagdo de médias foi feita pelo teste de Duncan a 5
%.
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4 RESULTADOS

4.1 Influéncia do cultivo pareado dos isolados de Trichoderma spp. no

crescimento micelial de Phytophthora nicotianae

Os resultados mostraram que todos os isolados foram capazes de inibir,
significativamente, a colonia de Phytophthora, sendo que, 15 isolados
causaram inibicdbes no tamanho da colénia do patégeno acima de 75%. Os
isolados ACB-02 (Trichoderma spp.), ACB-14 (T. viride), ACB-36 (T.
aureoviride) e ACB-38 (T. koningii) apresentaram os melhores resultados,

proporcionando 84 % de inibicdo (Tabela 2, Figura 4).

Tabela 2 - Porcentagem de inibicdo da colénia de Phytophthora nicotianae apds cultivo
pareado com os isolados de Trichoderma spp.

Isolados Diametro médio da coldnia (cm) % de inibicéo
Testemunha 7,28at 0,00
ACB-T6 3,40b 53,29
ACB-43 2,26¢ 68,95
ACB-34 2,23cd 69,36
ACB-37 1,80de 75,27
ACB-183/5 1,76ef 75,82
ACB-03 1,66¢€f 77,19
ACB-T1 1,66ef 77,19
ACB-04 1,46efg 79,94
ACB-32 1,43efgh 80,35
ACB-40 1,43efgh 80,35
ACB-T002 1,42fgh 80,49
ACB-05 1,27ghi 82,55
ACB-33 1,22ghi 83,24
ACB-42 1,20ghi 83,51
ACB-36 1,16ghi 84,06
ACB-38 1,15ghi 84,20
ACB-14 1,13hi 84,47
ACB-02 1,10i 84,89
CV=212%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Dados transformados: BoxCox: A = 0,21
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Figura 4 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. (T) no crescimento micelial de
Phytophthora nicotianae (P) em cultivo pareado. (A. Controle, B. P. nicotianae X
ACB-36, C. P. nicotianae x ACB-38, D. P. nicotianae x ACB-14, E. P. nicotianae x
ACB-02).

4.2 Producdo de metabdlitos livres de células e termoestaveis pelos
isolados de Trichoderma spp. e seu efeito sobre o crescimento micelial de

Phytophthora nicotianae

Quando se avaliou a producdo de metabdlitos pelos isolados de
Trichoderma spp., verificou-se que a maioria deles ndo apresentou metabolitos
livres de células, em quantidades suficientes para inibir o desenvolvimento do
patogeno (Figura 5). Apenas os isolados ACB-02, ACB-38, ACB-40, ACB-42 e
ACB-183/5 produziram substancias antifingicas que provocaram inibicdes na
colonia de Phytophthora, as quais variaram de 30 a 58%, porém, com excecao

do ACB-38, tais substancias nao suportaram a alta temperatura (Tabela 3).



52

Tabela 3 - Porcentagem de inibicdo da colénia de Phytophthora nicotianae pelos metabdlitos
termoestaveis e livres de células dos isolados de Trichoderma spp.

Livre de células Termoestaveis

Isolados Didmetro da colénia % de inibicho  Didmetro da colénia % de inibicdo
(cm) (cm)
ACB-02 3,25e 57,9 8,16 at 8,00
ACB-03 7,65 abc 0,91 8,29 a 6,54
ACB-04 8,10 ab -4,92 8,04 a 9,36
ACB-05 7,42 bc 3,89 9,00 a -1,47
ACB-14 7,11 bc 7,90 8,8la 0,68
ACB-32 7,56 abc 2,07 8,71a 1,80
ACB-33 7,38 bc 4,40 8,73 a 1,58
ACB-34 7,62 abc 1,30 9,00 a -1,47
ACB-36 8,76 at -13,47 8,82 a 0,56
ACB-37 7,32 bc 5,18 8,27 a 6,76
ACB-38 4,18 de 45,85 4,15b 53,21
ACB-40 4,97d 35,62 8,66 a 2,37
ACB-42 4,78 d 38,08 8,77 a 1,13
ACB-43 6,87 bc 11,01 8,40 a 5,30
ACB-183/5 5,40d 30,05 9,00 a -1,47
ACB-T1 6,77 c 12,31 8,11 a 8,57
ABC-T6 7,85 abc -1,68 84l a 5,19
ACB-TP002 7,38 bc 4,40 8,82 a 0,56
Testemunha 7,72 abc 0,00 8,87 a 0,00

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade
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Figura 5 - Influéncia dos metabdlitos livres de células dos isolados ACB-38 (T. koningii) e
ACB-02 (Trichoderma spp.) no crescimento micelial de Phytophthora nicotianae
(A. Testemunha, B. ACB-02, C. ACB-38).

4.3 Producao de metabdlitos volateis por Trichoderma spp.

Nenhum dos 18 isolados de Trichoderma spp. testados foi capaz de
produzir compostos volateis que inibissem  significativamente 0

desenvolvimento do patégeno.

4.4 Promocéo de crescimento de porta-enxertos de citros pela aplicagéo

de Trichoderma spp.

Para a tangerina Sunki, pela Analise de Variancia, o fator fungo foi
dependente do tempo. Analisando fungo dentro de cada tempo, observou-se
que houve diferenca entre os isolados de Trichoderma spp. em todos os
tempos analisados (30, 60, 90, 120, 150 e 180) em relacdo a altura da planta.
Ao serem analisados os dados das Tabelas 4 e 5, verifica-se que 04 isolados
de Trichoderma ACB-32 (T. virens), ACB-36 (T. aureoviride) e ACB-38 (T.
koningii) mostraram ser capazes de promover o0 crescimento das plantas da
variedade Sunki, em todos os tempos avaliados. Tais isolados proporcionaram
porcentagens de crescimento de planta que variaram de 20 a 50% superiores
em relacdo ao tratamento testemunha. Quanto ao numero de folhas, pode-se

perceber que ACB-38 e o tratamento com a mistura dos isolados diferiram da
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testemunha nos dois Ultimos tempos de avaliagdes (150 e 180 dias), enquanto
que, na avaliacdo de 180 dias, os isolados ACB-32, ACB-36, ACB-38, ACB-
183/5 e ACB-T6 foram os que apresentaram o maior numero de folhas (Tabela
6). Em relacdo a massa de matéria seca, o ACB-43 e a mistura dos isolados
proporcionaram, significativamente, maior massa da parte aérea e de raiz; além
disso, a massa da parte aérea também foi significativa nos tratamentos ACB-T6
e ACB-T002, enquanto que, maior quantidade de raiz também ocorreu nos
tratamentos ACB-04, ACB-05, ACB-32 e ACB-38. (Tabela 8).

O desdobramento dos tempos dentro de cada fungo, representado pelas
andlises de regressao, esta descrito para cada tratamento nas Tabelas 5 e 7,
para o paramentro altura e numero de folhas, respectivamente. Os graficos dos
valores observados em cada tempo analisado junto com o modelo de
regressao obtido para cada fungo estdo apresentados nas Figuras 6, 7, 8, 9 e

10 para o paramentro altura.
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Tabela 4 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de plantas de Tangerina
Sunki, apods 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.

Tratamentos Tempo30 Tempo60 Tempo90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

Altura (cm)

Testemunha 2,86ab 3,51abc 4,11at 4,58at 6,38at 11,00at
ACB-02 2,83ab 3,23at 4,5ab 5,25abc 7,48abc 12,25ab
ACB-03 3,12 abcd 3,58abcde  4,96abc 5,36abc 6,93ab 11,91ab
ACB-04 3,26 bcde  4,21bcdefg 4,98abc 5,51abc 7,43abc 12,80ab
ACB-05 3,61cdef 4,03abcdef 4,91abc 5,28ab 7,38abc 13,11ab
ACB-14 2,98abc 4,24bcdef  4,98abc 5,80abc 8,16abc 13,24ab
ACB-32 3,60def 4,38defg 5,60bc 6,80c 9,25¢c 15,63b
ACB-33 3,70defg 4,51efg 5,46bc 6,11bc 8,70bc 13,86ab
ACB-34 3,83defg 4,35cdefg 5,83bc 6,71c 9,10bc 13,40ab
ACB-36 4,35fg 4,68fg 4,98c 6,78c 9,51c 15,28b
ACB-37 3,63cdef 4,08bcdef  5,26bc 6,35bc 8,15abc 13,50ab
ACB-38 4,439 5,189 5,50bc 6,75c 9,51c 15,66b
ACB-40 3,75defg 4,20bcdefg 5,36bc 6,45bc 9,41c 15,50b
ACB-42 3,88efg 4,15bcdefg 5,20bc 6,05bc 8,48bc 14,38ab
ACB-43 2,90ab 3,38at 5,21abc 6,31bc 9,05bc 15,01ab
ACB-T1 3,18bcde 3,73abcde  4,93abc 5,55abc 8,16abc 12,53ab
ACB-T6 2,85ab 3,46ab 5,03abc 5,86bc 7,91abc 12,85ab
ACB-T002 3,11abcd 3,61abcd 5,28bc 6,11bc 8,53bc 14,23ab
ACB-183/5 2,58at 3,43ab 4,98abc 6,20bc 9,08bc 14,58ab
Mistura 2,95ab 3,70abcde  5,18abc 5,81abc 8,65bc 14,61ab
CV=1327%

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
* Dados transformados: BoxCox com A= - 0,36.
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Tabela 5 - Descricdo dos modelos de regresséo para altura em plantas de Tangerina Sunki
apos tratamento com os isolados de Trichoderma spp.

Tratamento Regressao* b0 bl b2 b3 R2
ACB-02 Linear 0.7598849  -0.0018811 — — 0.9889332
ACB-03 Cubico 0.74431303 -0.00314617 0.00002235  -0.00000008 0.9906087
ACB-04 Cubico 0.72171496  -0.00305280 0.00002351  -0.00000009 0.99671
ACB-05 Cubico 0.70279297 -0.00264705 0.00002339 -0.00000010 0.9927513
ACB-14 Linear 0.729057 -0.001736 — — 0.9868368
ACB-32 Linear 0.68704655 -0.00165167 — — 0.9909761
ACB-33 Quadratico 0.6638354  -0.0009525  -0.0000029 — 0.9881967
ACB-34 Linear 0.66236507 -0.00140698 — — 0.9856134
ACB-36 Cubico 0.65230613 -0.00211124 0.00001432  -0.00000006 0.9941742
ACB-37 Linear 0.68469242 -0.00148344 — — 0.9836603
ACB-38 Quadratico 0.60906785 -0.00036797 -0.00000500 — 0.981968
ACB-40 Quadratico 0.65403903 -0.00062867 -0.00000506 — 0.9967379
ACB-42 Quadratico 0.65865698 -0.00071609 -0.00000413 — 0.9861124
ACB-183/5 Linear 0.76222378 -0.00207733 — — 0.9952314
ACB-T1 Quadratico 0.69277794 -0.00095712 -0.00000348 — 0.9938032
ACB-T6 Linear 0.7384001  -0.0018143 — — 0.9895599
ACB-T002 Linear 0.73040585 -0.00182958 — — 0.990244
ACB-43 Quadratico 0.74571445  -0.00170435 -0.00000173 — 0.9908171
Mistura Linear 0.73430650 -0.00186456 — — 0.98791
Testemunha  Cubico 0.73323194 -0.00219083 0.00001573  -0.00000007  0.9967349
CV=416%

*Regressédo com os dados transformados: BoxCox com A= - 0,36.
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Figura 6 - Estudo da promog&o de crescimento: modelos de regressao de altura de plantas
de Tangerina Sunki, ap6s tratamento com isolados de Trichoderma spp.-
ACB-02, ACB-03, ACB-04 e ACB-05.
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Figura 7 - Estudo da promocéo de crescimento modelos de regressédo de altura de plantas de
Tangerina Sunki, apés tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-14, ACB-
32, ACB-33 e ACB-34.
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Figura 8 - Estudo da promoc¢éo de crescimento: modelos de regressado de altura de plantas de
Tangerina Sunki, ap6s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-36,
ACB-37, ACB-38 e ACB-40.



12 14 16 18 20

Altura (cm)
10

12 14 16 18 20

Altura (cm)
10

60

ACB-42 ACB-183/5
o _
N
o _|
-
Q 4
Valor observado da Testemunha Valor observado da Testemunha
® Meédia da Testemunha ¢ < ® Média da Testemunha °
Valor observado do Fungo ACB-42 - Valor observado do Fungo ACB-183/5
® Média do Fungo ACB-42 ® Média do Fungo ACB-183/5
£ 97
A
<
5 s
<
o
©
< 4
~
T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Tempo Tempo
ACB-T1 ACB-T6
o
N
©
—
9
. \y\;a'lg‘r O(lj:lst?rrvatdo da':lrestemunha Valor observado da Testemunha
édia da Testemunha ® Média da Testemunha
< |
Va’lo_r observado do Fungo ACB-T1 - Valor observado do Fungo ACB-T6
® Média do Fungo ACB-T1 ° @ Média do Fungo ACB-T6 L
£ 8
e % (]
5 S
<
©o - (]
. ©
a [
< 4
~ -
T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Tempo Tempo

Figura 9 - Estudo da promog&o de crescimento: modelos de regressao de altura de plantas
de Tangerina Sunki, apds tratamento com isolados de Trichoderma spp.-
ACB-42, ACB-183/5, ACB-T1 e ACB-T6.



Altura (cm)

12 14 16 18 20

10

Altura (cm)

12 14 16 18 20

10

ACB-T002

20

18

©o
—
Valor observado da Testemunha
® Média da Testemunha e <
Valor observado do Fungo ACB-T002 —

12

Altura (cm)
10

@ Média do Fungo ACB-T002
[
©
(] ©
[}

0 30 60 90 120 150 180

Mistura

Valor observado da Testemunha
B ® Média da Testemunha *
Valor observado da Mistura
® Média da Mistura
e
n e
[}
T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Tempo

61

ACB-43

Valor observado da Testemunha Y
® Média da Testemunha

Valor observado do Fungo ACB-43
® Média do Fungo ACB-43

e
°
e
)
T T T T T 1
30 60 90 120 150 180
Tempo

Figura 10 - Estudo da promocado de crescimento: modelos de regresséo de altura de plantas
de Tangerina Sunki, apods tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-
TO002, ACB-43 e Mistura dos isolados.
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Tabela 6 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no nimero de folhas de Tangerina
Sunki, apds 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.

Tratamentos  Tempo 30 Tempo 60 Tempo 90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

N° Folhas
Testemunha 5,34a 7,17c 8,50ab 10,33abcd 13,17cdef 20,00efgh
ACB-02 5,17at 7,84bc 8,50ab 9,17cd 12,33fg 19,83efgh
ACB-03 5,00a 7,17c 7,84b 8,17d 10,679 18,00h
ACB-04 5,34a 8,34abc 8,50ab 9,33bcd 12,83def 20,33defg
ACB-05 5,00a 6,84c 8,34ab 9,17cd 12,50efg 19,67fgh
ACB-14 5,00a 7,80bc 8,40ab 10,00abcd 12,20fg 20,00efgh
ACB-32 6,17a 8,17abc 9,67ab 11,83at 14,83abcd 23,17ab
ACB-33 6,00a 7,50bc 8,50ab 10,00abcd 13,33bcdef 20,67cdefg
ACB-34 6,00a 8,34abc 9,50ab 11,17abc 14,17bcdef 21,33bcdefg
ACB-36 6,17a 8,67abc 9,50ab 11,33abc 15,17abc 22,50bcd
ACB-37 5,84a 7,34c 8,67ab 9,50bcd 12,50efg 19,33gh
ACB-38 6,67a 9,67ab 9,83ab 11,33abc 15,50ab 22,83abc
ACB-40 5,67a 7,17c 9,00ab 10,33abcd 13,67bcdef 20,83cdefg
ACB-42 6,00a 7,84bc 9,17ab 10,50abc 14,00bcdef 21,50bcdefg
ACB-43 6,17a 7,50bc 9,50ab 11,33abc 14,67bcde 22,00bcde
ACB-T1 5,84a 7,50bc 8,33ab 11,50ab 14,17bcdef 22,17bcd
ACB-T6 5,67a 7,84bc 8,67ab 9,83abcd 13,17 cdef 19,33gh
ACB-T002 6,00a 8,34abc 10,17at 11,00abc 14,83abcd 22,33bcd
ACB-183/5 6,17a 10,17at 10,17a 10,67abc 15,17abc 21,67bcdef
Mistura 6,17a 8,00bc 10,33a 11,50ab 16,83at 24,50a!

CV =27,72%

1Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
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Tabela 7 - Descricdo dos modelos de regressdo para folhas em plantas de Tangerina Sunki,

apos tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos Regressao b0 bl b2 b3 R2
ACB-02 Quadratica  7.41666667 -0.05902778  0.00067791 — 0.9352905
ACB-03 Quadratica  7.41666667 -0.06597222  0.00065807 — 0.9171151
ACB-04 Quadratica  7.81666667 -0.06422619  0.00071098 — 0.9340186
ACB-05 Quadratica  6.80000000 -0.05484127  0.00067460 — 0.9613711
ACB-14 Cubica 6.82000000 -0.04530952  0.00062302 — 0.9381056
ACB-32 Quadratica  7.86666667 -0.05488095  0.00074735 — 0.9710275
ACB-33 Linear 1.76666667 0.08793651 — — 0.8493829
ACB-34 Linear 2.16666667 0.09126984 — — 0.887572
ACB-36 Quadratica  7.95000000 -0.05259921  0.00071759 — 0.972727
ACB-37 Linear 2.14444444 0.07984127 — — 0.8494843
ACB-38 Quadratica  8.93333333 -0.06186508  0.00074735 — 0.9583714
ACB-40 Quadratica  7.16666667 -0.05099206  0.00068122 — 0.974955
ACB-42 Quadratica  7.93333333 -0.06146825  0.00073413 — 0.9696168
ACB 43 Quadratica  7.50000000 -0.04960317  0.00070106 — 0.9820449
ACB183/5 Linear 1.10000000 0.09984127 — — 0.8771652
ACB-T1 Quadratica  7.20000000 -0.04357143  0.00059524 — 0.9672784
ACB-T6 Quadratica  7.55000000 -0.04382937  0.00067130 — 0.9627313
ACB-T002 Linear 3.03333333 0.08857143 — — 0.8501638
Mistura Quadratica  7.81666667 -0.05787698  0.00081680 — 0.9810637
Testemunha Linear 1.43333333 0.08873016 — — 0.8932495

CV=925%
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Tabela 8 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na massa de matéria seca de
Tangerina Sunki

Tratamentos Parte aérea (g) Raiz (g) Total (g)
Testemunha 1,22d 0,33e 1,55d
ACB-02 1,71 bed 1,22 bcde 2,93 bcd
ACB-03 1,33cd 1,09 bcde 241cd
ACB-04 2,29 abcd 1,83 abc 4,11 abc
ACB-05 2,28 abcd 1,48 abcd 3,76 abcd
ACB-14 1,56 bed 1,22 bcde 2,78 cd
ACB-32 2,79 abcd 1,51 abcd 4,30 abc
ACB-33 2,08 bcd 1,24 bcde 3,31 abcd
ACB-34 2,29 abcd 1,23 bcde 3,53 abcd
ACB-36 2,43 abcd 1,14 bcde 3,57 abcd
ACB-37 1,80 bcd 1,28 bcde 3,08 bcd
ACB-38 2,45 abcd 1,82 abc 4,27 abc
ACB-40 2,79 abcd 1,00 bcde 3,79 abcd
ACB-42 2,83 abcd 0,85 bcde 3,68 abcd
ACB 43 3,02ab 2,41a 5,43ab
ACB183/5 2,64 abcd 1,01 bcde 3,65abcd
ACB-T1 2,05bcd 0,59de 2,64 cd
ACB-T6 3,03ab 0,90 bcde 3,93 abcd
ACB-T002 2,91abc 0,82cde 3,73 abcd
Mistura 3,87a 1,96 ab 5,83a

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade



65

Para o porta-enxerto citrumelo Swingle, o fator referente aos tratamentos
com os isolados de Trichoderma spp. foi dependente do tempo de avaliacéo.
Analisando os tratamentos dentro de cada tempo, observou-se que houve
diferenca dos isolados de Trichoderma spp. nos tempos 120, 150 e 180 dias
em relacdo a altura das plantas. Pode se perceber que até 90 dias de
avaliacdo, ndo houve diferenca entre os tratamentos com relacéo ao efeito de
Trichoderma spp. quanto a altura das plantas. Apés a segunda aplicacdo dos
antagonistas (91 dias ap0s a primeira aplicacéo), verificou-se que o tratamento
referente a mistura dos isolados (ACB-33+ACB-34+ACB-37) promoveu,
significativamente, o crescimento das plantas em relacdo a testemunha nas
trés ultimas avaliagdes (120, 150 e 180 dias). Considerando, particularmente,
os dados da ultima avaliacdo (180 dias), verificou-se que, os tratamentos
referentes aos isolados ACB-33, ACB-34, ACB-37, ACB-43, ACB-183/5, ACB-
T6, ACB-T1 e ACB-T002 proporcionaram plantas com alturas superiores as
plantas referentes ao tratamento testemunha. Tais isolados foram capazes de
aumentar a altura das plantas de 41,9 % (ACB-37) a 63,13 % (ACB-183/5)
(Tabelas 9 e 10), além de promoverem, também, o maior numero de folhas
(Tabela 11). Ainda na Tabela 11, é possivel verificar que os isolados ACB-03,
ACB-04, ACB-38, ACB-42, também favoreceram, significativamente, o0 aumento
do numero de folhas. Em relacdo a massa de matéria seca da parte aérea 0s
melhores isolados foram ACB-33, ACB-34, ACB-36, ACB-37, ACB-38, ACB-42,
ACB-43, ACB-183/5, ACB-T002, ACB-T1, ACB-T6 e a mistura, enquanto que,
para a raiz, 0s mesmos isolados citados acima, com excecao do ACB-33, ACB-
T1 e ACB-T6, promoveram maior quantidade de matéria (Tabela 13).

O desdobramento dos tempos dentro de cada fungo, representados nas
analises de regressao, estdo descritos para cada tratamento nas Tabelas 10 e
12 para o paramentro altura e nimero de folhas, respectivamente. Os graficos
dos valores observados em cada tempo analisado junto com o modelo de
regressao obtido para cada fungo estdo apresentados nas Figuras 11, 12, 13,

14 e 15 para o paramentro altura.
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Tabela 9 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de plantas Citrumelo Swingle,
apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.

Tratamentos Tempo 30 Tempo 60 Tempo 90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

Altura (cm)

Testemunha  6,75abcdef 7,28ab 8,08abc 9,25ab 10,50at 14,92at
ACB-02 6,30ab 7,16ab 8,41abc 9,33abc 11,75ab 16,00ab
ACB-03 6,38abc 7,48ab 8,66abc 9,95abc 11,48ab 17,00abcd
ACB-04 6,91bcdef 7,71ab 8,40abc 10,03abc 13,00ab 18,92abcd
ACB-05 6,00at 6,86a! 7,70ab 9,00ab 10,88ab 16,08abc
ACB-14 6,71abcdef 7,48ab 8,28abc 9,38abc 11,95ab 16,00abc
ACB-32 6,48abcd 7,21ab 7,68at 9,03at 10,91ab 16,83abc
ACB-33 7,20bcdef 8,08ab 9,15bc 10,78bc 13,01ab 22,50cd
ACB-34 7,00bcdef 7,66ab 8,81abc 10,1abc 12,66ab 22,28cd
ACB-36 6,30ab 7,76ab 8,80abc 9,60abc 11,60ab 18,30abcd
ACB-37 7,50f 8,25b 8,88abc 10,05abc 12,13ab 21,17bcd
ACB-38 6,70abcdef 7,46ab 8,01labc 9,38abc 11,38ab 19,38abcd
ACB-40 6,63abcdef 7,58ab 8,30abc 9,86abc 11,65ab 18,25abcd
ACB-42 6,66abcde 7,33ab 8,36abc 9,50abc 10,85ab 20,27abcd
ACB-43 7,33def 8,25b 8,98abc 10,26abc 13,20ab 24,28d
ACB-T1 6,50abcd 7,33ab 8,93abc 9,46abc 11,85ab 21,75cd
ACB-T6 6,91abcdef 7,50ab 8,31abc 9,35ab 11,58ab 23,10d
ACB-T002 7,33cdef 8,00ab 9,23bc 9,98abc 13,16ab 23,75d
ACB-183/5 7,50ef 8,06b 9,13bc 10,61abc 12,88ab 24,33d
Mistura 7,38def 8,20b 9,46¢ 11,48¢ 13,30b 22,45cd
CV =23,24%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
* Dados transformados: BoxCox com A= - 0,84.
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Tabela 10 - Descricdo dos modelos de regressao para altura em plantas de Citrumelo Swingle

apos tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Fungo Regressao* b0 bl b2 b3 R2

ACB-02 Linear 0.23559800  -0.00072592 — — 0.9965435
ACB-03 Linear 0.23299451  -0.00074461 _ _ 09395698
ACB-04 Quadratico 0.21146677 -0.00031281  -0.00000212 — 0.9968645
ACB-05 Linear 0.24745257  -0.00077838 — — 0.9888751
ACB-14 Linear 0.22375351  -0.00065408 — — 0.9822088
ACB-32 Quadratico 0.22146494  -0.00023091  -0.00000244 — 0.9888922
ACB-33 Cubico 0.20232818  0.00069264 -0.00002543 0.00000012  0.8809764
ACB-34 Quadratico 0.20645645  -0.00022535  -0.00000267 — 0.993261
ACB-36 Linear 0.2322642  -0.0007336 — — 0.9828236
ACB-37 Cubico 0.20114306 -0.00083185  0.00000761 -0.00000004  0.9986988
ACB-38 Cubico 0.22723375 -0.00099705  0.00000783 -0.00000004  0.9985902
ACB-40 Quadratico 0.21735062 -0.00038569  -0.00000166 — 0.9927457
ACB-42 Cubico 0.22911312 -0.00099961  0.00000774 -0.00000004  0.9897159
ACB-43 Quadratico 0.19784810  -0.00015626  -0.00000293 — 0.9854657
ACB-183/5  Quadratico 0.19022493  -0.00004605  -0.00000329 — 0.9876606
ACB-T1 Cubico 0.23498751  -0.00118458 (00000831 -0.00000004  0.9913399
ACB-T6 Quadratico 0.21643131  -0.00020209  -0.00000297 — 0.6301603
ACB-T002  Quadratico 0.19731804  -0.00011435  -0.00000310 — 0.9870854
Mistura Quadratico 0.19773116  -0.00030308  -0.00000202 — 0.9928086
Testemunha _Quadratico 0.2111540  -0.0002455  -0.0000018 — 0.9948314

CV =6,87%

* Regressdo com os dados transformados: BoxCox com A= - 0,84.
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Figura 11 - Estudo da promocéo de crescimento modelos de regresséo de altura de plantas de
Citrumelo Swingle, ap6s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-02,
ACB-03, ACB-04 e ACB-05.
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Figura 12 - Estudo da promocado de crescimento: modelos de regresséo de altura de plantas
de Citrumelo Swingle, apés tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-14,
ACB-32, ACB-33 e ACB-34.
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Figura 13 - Estudo da promocédo de crescimento:
de Citrumelo Swingle, apos tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-36,

ACB-37, ACB-38 e ACB-40.
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Figura 14 - Estudo da promocéo de crescimento: modelos de regressédo de altura de plantas
de Citrumelo Swingle, apos tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-42,

ACB-183/5, ACB-T1 e ACB-T6.



Altura (cm)

Altura (cm)

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

7

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

7

ACB-T002

Valor observado da Testemunha
® Média da Testemunha
4 Valor observado do Fungo ACB-T002
® Média do Fungo ACB-T002

Tempo

Mistura

| Valor observado da Testemunha
® Média da Testemunha
— Valor observado da Mistura
® Média da Mistura d
- e
- 3
B ]
T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180

Tempo

Altura (cm)

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

72

ACB-43

Valor observado da Testemunha
® Média da Testemunha [
Valor observado do Fungo ACB-43
® Média do Fungo ACB-43

Tempo

Figura 15 - Estudo da promocéo de crescimento modelos de regressao de altura de plantas de
Citrumelo Swingle, apos tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-T002,
ACB-43 e Mistura.
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Tabela 11 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no nimero de folhas de Citrumelo
Swingle, apés 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.

Tratamentos Tempo 30 Tempo 60 Tempo90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

N° Folhas

Testemunha 6,83 a 6,83a 7,50a 9,00a 10,00 bc 14,33 gh
ACB-02 5,50a 6,50a 7,33a 8,17a 10,67 abc 14,67 fgh
ACB-03 6,33a 6,83a 7,50a 8,17a 10,50 abc 16,67 def
ACB-04 6,50a 7,33a 8,00a 9,00a 11,67 abc 16,50 def
ACB-05 6,67 a 6,83a 7,67a 8,50a 11,00 abc 14,83 efgh
ACB-14 6,50a 7,33a 8,33a 9,17a 11,67 abc 15,67 efgh
ACB-32 6,17a 6,50a 7,00a 8,00a 9,83c 14,00h
ACB-33 7,00a 7,50a 8,17a 9,50a 12,00 abc 18,33cd
ACB-34 6,67 a 6,83a 8,00a 8,83a 12,17 ab 19,00 bc
ACB-36 6,80a 6,80a 7,40a 9,20a 11,4abc 16,20 efg
ACB-37 6,83a 6,83a 7,67a 8,83a 11,00 abc 16,83de
ACB-38 7,17a 7,50a 7,67a 8,67a 11,5abc 16,67 def
ACB-40 6,83a 7,00a 8,00a 9,33a 10,00 bc 16,17 efg
ACB-42 55 a 6,83a 7,50a 8,83a 10,67 abc 20,67 ab
ACB-43 6,83a 7,33a 8,00a 8,33a 11,67 abc 18,50cd
ACB-183/5 6,83a 7,33a 8,00a 9,17a 10,50 abc 21,17a
ACB-T1 6,17a 6,67 a 7,83a 8,33a 10,67 abc 19,33 abc
ACB-T6 8,00a 8,40a 8,00a 9,00a 11,60 abc 20,00 abc
ACB-T002 7,83a 8,00a 8,83a 9,67a 12,67a 19,83 abc
Mistura 7,50a 7,83a 8,50a 10,00a 12,50a 19,17 abc

CV = 27,50%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
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Tabela 12 - Descricdo dos modelos de regresséo para folhas em plantas de Citrumelo Swingle.

apos tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp

Tratamentos Regressao b0 bl b2 b3 R2
ACB-02 Linear 2.88888889 0.05634921 — — 0.883033
ACB-03 Quadratica  8.83333333 -0.08551587 0.00069444 — 0.9570478
ACB-04 Quadratica  8.10000000 -0.05571429 0.00055556 — 0.9801422
ACB-05 Quadratica  8.00000000 -0.05257937 0.00049603 — 0.9906806
ACB-14 Linear 3.8111111 0.0568254 — — 0.8856406
ACB-32 Linear 3.56666667 0.04777778 — — 0.8184003
ACB-33 Quadratica  9.35000000 -0.08398810 0.00072421 — 0.9740135
ACB-34 Quadratica  9.40000000 -0.10023810 0.00083333 — 0.9750732
ACB-36 Linear 3.37333333 0.05961905 — — 0.829695
ACB-37 Linear 3.30000000 0.06063492 — — 0.783695
ACB-38 Quadratica 9.61666667 -0.08751984 0.00069114 — 0.9802487
ACB-40 Quadratica 8.63333333 -0.06515873 0.00056878 — 0.9317338
ACB-42 Quadratica  9.13333333 -0.11555556 0.00095238 — 0.9186685
ACB- 43 Quadratica  10.00000000 -0.10813492 0.00083995 — 0.9578974
ACB-183/5 Quadratica 11.18333333 -0.14450397 0.00106151 — 0.9011295
ACB-T1 Quadratica  9.58333333 -0.11498016 0.00090278 — 0.9307008
ACB-T6 Linear 3.64772727 0.06704545 — — 0.7253695
ACB-T002 Quadratica 10.9333333 -0.1106746 0.0008664 — 0.9671373
Mistura Quadratica 10.03333333 -0.09218254 0.00077381 — 0.9751416
Testemunha Linear 4.23333333 0.04619048 — — 0.8187672

CV =12,46%
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Tabela 13 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. nha massa de matéria seca de
Citrumelo Swingle.

Tratamentos Parte aérea (g) Raiz (g) Total (g)
Testemunha 0,64h 0,39¢c 1,03d
ACB-02 1,15fgh 0,73bc 1,88d
ACB-03 0,94gh 0,46¢c 1,39d
ACB-04 1,08fgh 0,43c 1,51d
ACB-05 1,18fgh 0,37c 1,55d
ACB-14 1,17fgh 0,43c 1,60d
ACB-32 1,39 efgh 0,39¢c 1,78d
ACB-33 2,78 cdef 1,35abc 4,13 bc
ACB-34 4,44 abc 2,18a 6,62ab
ACB-36 2,93bcde 1,58ab 4,51bc
ACB-37 3,07 bcde 1,76a 4,83 abc
ACB-38 2,70 cdefg 1,78a 4,48 bc
ACB-40 2,18defgh 1,27 abc 3,45cd
ACB-42 4,99a 2,08a 7,07a
ACB-43 4,90a 1,46 ab 6,36ab
ACB-183/5 4,70ab 1,89a 6,59ab
ACB-T1 3,77 abcd 0,69bc 4,46 bc
ACB-T6 3,93 abcd 1,29abc 5,22 abc
ACB-T002 4,61ab 1,70ab 6,31ab
Mistura 4,13 abc 1,88a 6,01ab

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, nédo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
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Para o porta-enxerto limao Cravo, os dados apresentados na Tabela 14,
também mostraram que existem diferencas entre os tratamentos em funcao do
tempo de avaliacdo. Quando se analisaram os dados referentes ao ultimo dia
de avaliacao (180 dias), verificou-se que os isolados ACB-03, ACB-04 e ACB-
05 foram os que proporcionaram maior comprimento das plantas de limao
Cravo, quando comparado com as plantas do tratamento testemunha. Com
relacdo ao parametro referente ao numero de folhas (Tabela 16), somente foi
possivel verificar diferencas entre os tratamentos no ultimo tempo de avaliagao
(180 dias). Neste periodo, os isolados ACB-02, ACB-03, ACB-04, ACB-14,
ACB-33 e ACB-34 foram os que promoveram maior nimero de folhas. Para
essa variedade, quando se avaliou a massa seca da parte aérea, observou-se
diferenca significativa entre os tratamentos ACB-05, ACB-37, ACB-43 e a
mistura em relagéo aos tratamentos testemunhas. Com excec¢do do ACB-37, os
mesmos tratamentos citados acima, com adicdo do ACB-03 e ACB-04,
favoreceram o aumento de massa seca de raiz. Com relacdo a massa de
matéria seca total da planta, todos os isolados mencionados, tanto para a
massa da parte aérea quanto para a de raiz, com adi¢cdo do ACB-34, diferiram
estatisticamente da testemunha (Tabela 18).

O desdobramento dos tempos dentro de cada fungo, representado pelas
analises de regressao, esta descrito para cada tratamento na Tabela 15 e 17
para o paramentro altura e numero de folhas, respectivamente. Os graficos dos
valores observados em cada tempo analisado junto com o modelo de
regressao obtido para cada fungo estdo apresentados nas Figuras 16, 17, 18,

19 e 20 para o paramentro altura.



Tabela 14 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na altura de Liméo Cravo, apés 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.
Tratamentos Tempo 30 Tempo60 Tempo90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

Altura (cm)

ACB-02 5,56a! 6,48at 8,03at 10,06abcd 12,48abc 17,78cde
ACB-03 6,61bcde 7,98cd 9,35abcd 11,16bcde 13,91bc 20,51e
ACB-04 6,35abcd 7,38abcd 9,16abcd 10,43abcde  13,68abc 20,21e
ACB-05 6,71bcde  8,20cd 10,16d 12,23e 14,80c 20,76e
ACB-14 6,98cde 7,85cd 9,76bcd 11,58de 12,91abc 17,03bcde
ACB-32 6,46bcde 7,50abcd 8,80abcd 10,38abcde  11,90ab 14,02ab
ACB-33 6,60bcde 7,14abcd 9,48abcd 11,12bcde 12,30abc 15,10abcd
ACB-34 7,58e 7,98cd 9,44abcd 11,30cde 14,80c 18,10de
ACB-36 7,46de 8,08cd 10,0cd 11,18bcde 13,01abc 15,00abcd
ACB-37 7,26¢cde 7,66bcd 8,52abc 10,36abcde  12,54abc 17,82cde
ACB-38 6,98cde 8,30d 9,25abcd 10,38abcde  12,2ab 14,60abc
ACB-40 7,06cde 7,65bcd 8,58abc 10,25abcd 12,91abc 17,13bcde
ACB-42 6,58bcde 7,50abcd 9,46abcd 11,08bcde 12,50abc 14,12ab
ACB-43 5,85ab 6,68ab 8,20a 9,55abc 11,66ab 17,21bcde
ACB-T1 6,50bcde 7,00abc 8,03a 8,91al! 11,75ab 13,66at
ACB-T6 6,84cde 7,52abcd 9,76bcd 10,9bcde 12,00ab 15,18abcd
ACB-T002 6,52bcde 7,04abc 8,40ab 9,46ab 11,42at 14,62abc

ACB-183/5 6,53bcde 7,21abcd 8,48abc 9,85abcd 12,13ab 13,962

Mistura 6,48bcde 7,36abcd 9,16abcd 9,91abcd 11,66ab 15,58abcd
Testemunha 6,26abc 6,96abc 8,78abcd 10,43abcde 11,75ab 15,68abcd
CV =6,64%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5%
de probabilidade

* Dados transformados: BoxCox com A= - 0,28.
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Tabela 15 - Descricdo dos modelos de regressao para altura das plantas de Limao Cravo apés

tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Fungo Regressao bo b1 b, bs R2
ACB-02 Linear 0.65216135 -0.00107793 — — 0.9914347
ACB-03 Linear 0.62144397  -0.00099753 — — 0.9892106
ACB-04 Cubico 0.62608214 -0.00114613 0.00000477 -0.00000002  0.9980187
ACB-05 Linear 0.62054273 -0.00104363 — — 0.9967809
ACB-14 Linear 0.61097858  -0.00086613 — — 0.9930153
ACB-32 Linear 0.62443660 -0.00084201 — — 0.9875049
ACB-33 Linear 0.61989869 -0.00085696 — — 0.9867294
ACB-34 Linear 0.60650393 -0.00087633 — — 0.9838071
ACB-36 Linear 0.59752943  -0.00073093 — — 0.992193
ACB-37 Cubico 0.61419282 -0.00128808 0.00000944 -0.00000004  0.9934159
ACB-38 Linear 0.60974370 -0.00076708 — — 0.9796812
ACB-40 Quadratico 0.60494661  -0.00047339 -0.00000197 — 0.9932814
ACB-42 Linear 0.61646726 -0.00082339 — — 0.9857913
ACB-183/5 Linear 0.62268806 -0.00080229 — — 0.9949693
ACB-T1 Linear 0.62824852 -0.00080033 — — 0.9803492
ACB-T6 Linear 0.61377210 -0.00081686 — — 0.98198
ACB-T002 Linear 0.62588793 -0.00081641 — — 0.9888029
ACB-43 Quadratico 0.62813675  -0.00051609 -0.00000239 — 0.9958209
Mistura Linear 0.6191471 -0.0008029 — — 0.9919288
Testemunha __ Linear 0.62953646  -0.00089079 — — 0.9925153
CV =2,44%

Dados transformados: BoxCox com A= - 0,28.
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Figura 16 - Estudo da promocéo de crescimento: modelos de regressédo de altura de plantas
de Liméo Cravo, ap0s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-02, ACB-
03, ACB-04 e ACB-05.
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Figura 17 - Estudo da promocéo de crescimento: modelos de regressédo de altura de plantas
de Limé&o Cravo, ap0s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-14, ACB-
32, ACB-33 e ACB-34.
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Figura 18 - Estudo da promocéao de crescimento modelos de regressao de altura de plantas de
Limé&o Cravo, ap0s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-36, ACB-37,
ACB-38 e ACB-40.
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Figura 19 - Estudo da promocédo de crescimento: modelos de regressédo de altura de plantas
de Liméao Cravo, ap0s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-42, ACB-

183/5, ACB-T1 e ACB-T6.
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Figura 20 - Estudo da promocédo de crescimento: modelos de regressédo de altura de plantas
de Limao Cravo, ap6s tratamento com isolados de Trichoderma spp.- ACB-T002,
ACB-43 e Mistura.
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Tabela 16 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no niumero de folhas de Limé&o Cravo,
apos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias do tratamento.

Tratamentos Tempo 30 Tempo 60 Tempo 90 Tempo 120 Tempo 150 Tempo 180

N° Folhas
Testemunha 4,83a 5,83a 7,17a 8,33a 9,17 abc 13,00de
ACB-02 4,50a 6,00a 7.17a 8,50a 10,33abc 15,67 bc
ACB-03 5,67a 7,17 a 8,17a 9,17a 11,17a 18,00a
ACB-04 5,00a 6,00a 6,83a 8,33a 9,83abc 15,50bc
ACB-05 517a 7,33a 8,17a 9,67 a 10,83 ab 14,83 cd
ACB-14 5,50a 6,67 a 8,17a 8,83a 10,00 abc 16,17 abc
ACB-32 5,20a 6,20a 7,20a 8,00a 8,40c 14,60cd
ACB-33 5,00a 6,40a 7,60a 8,60a 9,20abc 15,60 bc
ACB-34 5,60a 6,00a 7,40a 9,00a 10,6 abc 17,40ab
ACB-36 5,83a 6,67a 7,50a 8,33a 8,67 bc 14,67 cd
ACB-37 5,60a 6,20a 7,20a 8,20a 9,60abc 14,20 cde
ACB-38 5,83a 7,17a 7,67a 8,50a 9,00 abc 12,17e
ACB-40 4,83a 6,00a 6,83a 8,00a 8,83abc 14,00 cde
ACB-42 5,60a 6,60a 7,60a 8,40a 8,40¢c 12,80de
ACB-43 5,50a 6,00a 7,17a 8,33a 9,17 abc 14,83 cd
ACB-183/5 5,83a 6,17a 7,50a 7,67a 8,50 bc 12,67 de
ACB-T1 6,00a 6,50a 6,83a 7,50a 8,33c 12,83de
ACB-T6 5,80a 6,60a 8,20a 8,20a 9,60abc 13,80 cde
ACB-T002 4,80a 6,00a 7,20a 7,60a 8,40c 14,20 cde
Mistura 5,33a 6,17a 7,00a 7,83a 8,50bc 12,50de

CV = 29,62%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
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Tabela 17 - Descricdo dos modelos de regressédo para folhas em plantas de Liméao Cravo apés
tratamento com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos  Regressdo b0 bl b2 b3 R2
ACB-02 Linear 1.6777778 0.0668254 — — 0.895707
ACB-03 Quadratica  7.53333333 -0.05666667 0.00060847 _ 0.9447942
ACB-04 Quadratica 6.36666667  -0.04595238  0.00051587 . 0.9624556
ACB-05 Linear 3.30000000  0.05746032 . . 0.9397877
ACB-14 Linear 2.82222222 0.06095238 . . 0.8302079
ACB-32 Cubica 0.13333427  0.23134035  -0.00259965 0.00000974  0.9704545
ACB-33 Quadratica 6.26000000  -0.03473810 0.00044841 — 0.9067244
ACB-34 Quadratica  7.36000000  -0.06580952 0.00065079 — 0.9613999
ACB-36 Cubica 1.22222133  0.21180191  -0.00242578 0.00000920  0.9684337
ACB-37 Linear 3.08000000  0.05161905 . . 0.8533202
ACB-38 Linear 4.58888889  0.03619048 . . 0.8890206
ACB-40 Quadratica 5.86666667  -0.03047619 0.00039683 — 0.9370468
ACB-42 Cubica 1.46666731  0.18365959  -0.00192416 0.00000693  0.9613769
ACB 43 Quadratica  6.85000000 -0.04748016 0.00048611 — 0.9391342
ACB183/5 Quadratica  6.78333333 -0.03216270 0.00034061 — 0.9174615
ACB-T1 Quadratica  7.63333333 -0.05325397 0.00043651 . 0.9255826
ACB-T6 Linear 3.80000000 0.04666667 . . 0.8545092
ACB-T002 Cubica -0.53333235 0.24265429  -0.00266490 0.00000981  0.9804374
Mistura Linear 3.5222222 0.0415873 _ _ 0.8532151
Testemunha Linear 2.85555556 0.04952381 0.9225753

CV =16,87%
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Tabela 18 - Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. na massa de matéria seca de Limao

Cravo.
Tratamentos Parte aérea (g) Raiz (g) Total (g)
Testemunha 0,3le 0,31d 0,62e
ACB-02 0,61cde 0,70 bcd 1,31cde
ACB-03 1,14 abcde 1,44 abc 2,59 abc
ACB-04 0,64 bcde 1,51abc 2,15bcde
ACB-05 1,58 abc 1,69ab 3,27 ab
ACB-14 1,19 abcde 0,83 bcd 2,02 bcde
ACB-32 1,30 abcde 0,52cd 1,82bcde
ACB-33 1,22 abcde 0,55cd 1,76 bcde
ACB-34 1,32 abcde 1,10 bcd 2,42 abcd
ACB-36 0,60 cde 0,57 cd 1,17 cde
ACB-37 1,33 abcd 1,14 bed 2,47 abcd
ACB-38 0,39de 0,32d 0,71de
ACB-40 0,74 abcde 0,63cd 1,37 cde
ACB-42 0,48de 0,51cd 0,99 cde
ACB-43 1,69a 2,25a 3,93a
ACB-183/5 1,31 abcde 0,78 bcd 2,09 bcde
ACB-T1 0,87 abcde 0,50cd 1,37 cde
ACB-T6 0,97 abcde 1,00 bcd 1,97 bcde
ACB-T002 0,88 abcde 0,65cd 1,53 cde
Mistura 1,64ab 2,21a 3,85a

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de

probabilidade
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4.5 Inducdo de resisténcia a gomose de Phytophthora nicotianae em

porta-enxertos de citros

Pelos resultados, foi possivel verificar que ndo houve diferenca entre os
tratamentos quanto a inducao de resisténcia contra P. nicotianae em plantas de
limdo Cravo, avaliados pelo tamanho de lesdo sob a casca (interna), aos 180
dias apds o tratamento (Tabela 20). Por sua vez, nas plantas de tangerina
Sunki, verificou-se que a testemunha diferiu significativamente dos tratamentos
ACB-04, ACB-33, ACB-34, ACB-40 e ACB-T6. Em relacdo ao porta-enxerto
citrumelo Swingle, apesar de resistente ao patdégeno em relacdo aos outros
dois porta-enxertos, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as testemunhas
em relacdo aos tratamentos ACB-03, ACB-14, ACB-36, ACB-37, ACB-42, ACB-
T6 e a Mistura dos isolados. Esses resultados indicam que houve inducéo de
resisténcia sistémica contra P. nicotianae, em relacdo ao tamanho de lesdes
sob a casca - internas.

Os dados apresentados na Tabela 22 indicam os resultados obtidos pelo
tamanho de lesdo sobre a casca (externa) para 0s trés porta-enxertos
estudados. Observou-se que nédo houve diferenga significativa (p<0,05) entre
os tratamentos em plantas de limao Cravo e citrumelo Swingle. Porém, em
plantas de tangerina Sunki verificou-se que as plantas testemunhas diferiram
significativamente das plantas tratadas com os isolados de Trichoderma spp:
ACB-04, ACB-33 e ACB-40 quanto ao comprimento de lesdo externa. Isso
demostra que estes isolados foram capazes de induzir a resisténcia sistémica
nas plantas, pela microbiolizagcdo das sementes.

A lesdo externa, sobre a casca, observada no sitio de inoculacéo,
caracterizava-se por apresentar crescimento arredondado e coloragcéo parda,
meio encharcada; ao retirar a casca para avaliar a leséo interna, observou-se
gue as lesGes eram um pouco maiores, demonstrando a colonizagéo de novas
células pelo patdgeno, as quais, ainda ndo exteriorizavam 0s sintomas através

da casca.
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Tabela 19 - Quadro de analise de varidncia para o efeito da microbiolizacdo de sementes com
os isolados de Trichoderma spp na inducdo de resisténcia a P. nicotianae, em
plantas de Tangerina Sunki, Lim&o Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo
tamanho de leséo sob a casca (interna), 40 dias ap0s a inoculacdo das plantas.

C. variacdo G.L S.Q Q.M. F P>F
Fungo 19 3.302 0.1738 2.119* 0.0028531
Variedade 2 44.170 22.0851 277.015* 0.0000000
Fungo X Variedade 38 5.746 0.1512 1.807* 0.0014842
Residuo 259 20.211 0.0780

Total 318 73.429

CV =26,93%

*Interacdes significativas (p < 0,05).

Tabela 20 - Efeito da microbiolizagdo de sementes com os isolados de Trichoderma spp na
inducdo de resisténcia a Phytophthora nicotianae, em plantas de Tangerina Sunki,
Lim&o Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo tamanho de lesdo sob a casca
(interna), 40 dias apds a inoculacdo das plantas.

Tamanho médio de les&o (cm)

Tratamentos tangerina Sunki liméo Cravo citrumelo Swingle
ACB-02 5,20 bcde 1,02 a 0,67 abc
ACB-03 3,36 bcde 0.85a 0,48 a
ACB-04 2,76 ab 0,96 a 0,67 abc
ACB-05 6,30 cde 0,73 a 0,60 abc
ACB-14 6,10 cde 1,06 a 051a
ACB-32 2,08 bcde 1,08 a 0,58 abc
ACB-33 2,80 ab 0,96 a 0,60 abc
ACB-34 2,82 bc 1,02a 0,52 abc
ACB-36 2,88 bcd 1,00 a 0,56 ab
ACB-37 3,74 bcd 0,87 a 0,63 ab
ACB-38 2,13 bcde 091 a 0,80 abc
ACB-40 536 a 095a 0,56 bc
ACB-42 6,38 bcde 1,10 a 0,68 ab
ACB-43 4,90 cde 1,10a 0,60 abc
ACB-183/5 4,65 bcde 1,30 a 0,60 abc
ACB-T002 10,18 bcde 0,87 a 0,68 bc
ACB-T1 3,00e 1,06 a 0,54 abc
ACB-T6 4,41 bc 0,90 a 0,47 ab
Mistura 2,70 bcde 0,90 a 0,75a
Testemunha 7,70 de 1,22 a 082c

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
Dados transformados: BoxCox com A =- 0,78
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Tabela 21 - Quadro de analise de varidncia para o efeito da microbiolizacdo de sementes com
os isolados de Trichoderma spp na inducdo de resisténcia a P. nicotianae, em
plantas de Tangerina Sunki, Limdo Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo
tamanho de leséo sobre a casca (externa), 40 dias apds a inoculacdo das plantas.

C. variacdo G.L S.Q Q.M. F P>F
Fungo 19 6.423 0.338 2.069* 0.006342
Variedade 2 68.058 34.029 208.241* 0.000000
Fungo x Variedade 38 9.252 0.243 1.490* 0.039094
Residuo 259 43. 324 0.163

Total 318 126.057

CV =31,05%

*Interacdes significativas (p < 0,05).

Tabela 22 - Efeito da microbiolizagdo de sementes com os isolados de Trichoderma spp na
inducdo de resisténcia a Phytophthora nicotianae, em plantas de Tangerina Sunki,
Lim&o Cravo e Ctrumelo Swingle. Avaliado pelo tamanho de lesdo sob a casca
(externa), 40 dias apés a inoculacdo das plantas.

Tamanho médio de les&o (cm)

Tratamentos tangerina Sunki limé&o Cravo citrumelo Swingle
ACB-02 4,51 abcd 0,86 a 0,56 a
ACB-03 2,88 bed 0,62 a 0,54 a
ACB-04 0,94 ab 0,72 a 0,51a
ACB-05 5,53 bcd 0,63 a 0,55 a
ACB-14 5,46 cd 0,80 a 0,58 a
ACB-32 1,65 cd 0,87 a 0,53 a
ACB-33 2,48 ab 0,70 a 0,60 a
ACB-34 2,40 abc 0,70 a 0,58 a
ACB-36 2,43 abc 0,75 a 0,54 a
ACB-37 3,20 abc 0,65 a 0,50 a
ACB-38 2,60 cd 08la 0,67 a
ACB-40 4,58 a 0,80 a 0,46 a
ACB-42 5,63 bcd 0,70 a 0,60 a
ACB-43 4,41 cd 0,90 a 0,54 a
ACB-183/5 4,20 cd 1,17 a 0,62 a
ACB-T002 9,33 bcd 0,72 a 0,52 a
ACB-T1 2,63d 0,76 a 0,54 a
ACB-T6 3,91 abc 0,65 a 0,52 a
Mistura 2,18 cd 0,70 a 0,65a
Testemunha 7,10 cd 1,02a 0,62 a

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade
Dados transformados: BoxCox com A =- 1.0
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Observou-se que houve interagdo significativa entre os fatores
analisados pela andlise de variancia (tratamentos X variedade = 20 x 3), tanto
nas lesdes internas (Tabela 19) como nas externas (Tabela 21), demonstrando
que o tratamento € dependente da variedade.

Os gréficos de dispersdo dos dados originais (Gréfico A) e dos dados
transformados (Grafico B), apresentados na Figura 21, mostram como foi o
comportamento da massa de dados para cada porta-enxerto em relacdo aos
tratamentos. Sendo assim, foi possivel observar que na V1 — tangerina Sunki,
bem como, na V2 — limao Cravo, apenas um ponto se dispersou da massa de
dados originais (Figura 21A); e a necessidade de transformacdo dos mesmos,
(Figura 21B), tanto em relacdo as lesdes internas quanto as externas. A
transformacao foi feita devido a grandeza de medida da variavel resposta nédo
satisfazer a suposicao de normalidade dos dados, segundo o método de Box-
Cox. Pelo grafico também foi possivel visualizar que existe correlacédo positiva

forte entre as medidas externas das internas (r= 0,9866, p-valor < 0,05).
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Figura 21 - Efeito dos isolados de Trichoderma spp. na inducdo de resisténcia a Phytophthora
nicotianae: Gréaficos de dispersdo - Escala dos dados originais (A) e transformados
(B) referentes as les@es interna (sob a casca) e externa (sobre a casca) nas
variedades Tangerina Sunki (V1), Limao Cravo (V2) e Citrumelo Swingle (V3).
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4.6 Controle de Phytophthora nicotianae

Observou-se que houve interagdo significativa entre os fatores
analisados pela analise de variancia (tratamentos X variedade = 21 x 2)
(Tabela 23).

Pelos resultados, todos os isolados de Trichoderma spp., exceto o ACB-
14, diferiram significativamente (p<0,05) do controle positivo (plantas sem
tratamento semeadas em solo infestado com o patdégeno), indicando um
controle eficiente de Phytophthora nicotianae pela sobrevivéncia das plantas,

apos 60 dias da semeadura (Tabelas 24).

Tabela 23 - Quadro de analise de variancia para o efeito da microbiolizacdo de sementes com
os isolados de Trichoderma spp. na sobrevivéncia de plantulas de Tangerina Sunki
e Lim&o Cravo, em substrato contaminado com P. nicotianae, avaliado 60 dias apds
a semeadura.

C. variacéo G.L S.Q Q.M. F P>F
Fungo 1 4.605 4.6045 31.793* 0.000000
Variedade 20 10.466 0.5233 3.613* 0.000001
Fungo X Variedade 20 3.707 0.1854 1.280* 0.189429
Residuo 334 48.373 0.1448

Total 375 67.151

CV =24,53%

*Interacdes significativas para (p < 0,05).
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Tabela 24 - Efeito da microbiolizacdo de sementes com os isolados de Trichoderma spp. na
sobrevivéncia de plantulas de Tangerina Sunki e Limdo Cravo, em substrato
contaminado com P. nicotianae, avaliado 60 dias ap6s a semeadura.

Tratamentos NuUmero médio de plantas
Controle Negativo* 13,64 al
ACB-183/5 12,77ab
ACB-40 11,60abc
ACB-T1 11,60abc
ACB-38 11,57 abc
Mistura 11,46 abc
ACB-T6 11,45abc
ACB-36 11,40 abc
ACB-T002 11,23 abc
ACB-04 11,09 abc
ACB-37 10,97 abc
ACB-03 10,13 bcd
ACB-42 9,93 bcd
ACB-43 9,72 bcd
ACB-02 9,52 bcd
ACB-05 9,34 bcd
ACB-32 9,18cd
ACB-34 8,96 cd
ACB-33 8,53cd
ACB-14 7,21de
Controle Positivo** 4,78e

*Controle Negativo: plantulas sem tratamento em solo ndo infestado com P. nicotianae

**Controle Positivo: plantulas sem tratamento em solo infestado com P. nicotianae

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5% de
probabilidade

Dados Transformados: BoxCox com A = 0.56
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve o objetivo de selecionar isolados de Trichoderma spp.
capazes de controlar P. nicotianae e promover o0 crescimento de plantas
citricas. Nos ensaios referentes as interagbes in vitro entre os isolados de
Trichoderma spp. e o fitopatdgeno verificou-se que, todos foram capazes de
inibir o crescimento micelial de P. nicotianae nos testes de pareamento (Tabela
2). Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores, Silva et al.
(2008) verificaram a atividade antagbnica in vitro de Trichoderma viride, T.
virens, T. harzianum e T. stromaticum contra P. citrophthora e relataram que
todas as espécies afetaram, significativamente, o desenvolvimento micelial do
fungo.

Com relacdo a producdo de substancias antifungicas pelos isolados de
Trichoderma spp, observou-se que os mesmos nao foram capazes de produzir
substancias volateis neste estudo. Esses resultados ndo corroboram com o
encontrado por Bomfim et al. (2010). De acordo com os autores, estudos in
vitro e in vivo, sobre antagonismo de diferentes espécies de Trichoderma spp.
contra Rhizopus stolonifer, mostraram inibicées no desenvolvimento do fungo
pela producao de metabdlitos volateis por todos os isolados testados. Por outro
lado, para Dennis e Webster (1971), isolados de Trichoderma spp., com
capacidade para produzirem substancias antifungicas ndo volateis, nem
sempre produzem substancias volateis. Embora esses autores tenham relatado
que espécies de T. viride e T. koningii sdo eficientes como produtoras de
metabdlitos volateis em meio de cultura, em nosso trabalho, isolados destas
espécies como o ACB-14 (T. viride) e ACB-05 e ACB-38 (T. koningii), nédo
mostram a mesma capacidade antagonica.

Quando se avaliou a producdo de metabolitos livres de células, alguns
isolados como ACB-02, ACB-38, ACB-40, ACB-42 e ACB-183/5 produziram
tais substancias, em quantidades suficientes, para reduzir o tamanho da
colénia do fitopatdégeno, sendo que destes, somente os metabdlitos produzidos
pelo ACB-38 suportaram a alta temperatura (Tabela 3). Supde-se que o0s
metabdlitos produzidos pela maioria dos isolados sejam de natureza proteica,

ja que, com excecdo do ACB-38, nenhum outro produziu substancias
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antifingicas que resistissem a alta temperatura. Amorim (1997) também obteve
resultados satisfatérios de controle de P. citrophthora e de P. parasitica com T.
koningii pela producao de substancias antifungicas pelo antagonista.

Neste estudo, foram observados diferentes respostas de promocao de
crescimento nas trés variedades de porta-enxertos estudadas em relacdo aos
tratamentos com os isolados de Trichoderma spp., 0 que demonstra que o
estimulo ao crescimento da planta deve ser dependente do gendétipo de citros,
sugerindo que a acao de Trichoderma spp. estd sob o controle genético da
planta. Os isolados ACB-32 - T. virens, ACB-36 - T. aureoviride, ACB-38 - T.
koningii, embora, tenham sido capazes de proporcionar maior altura (Tabela 4
e 5) e numero de folhas (Tabela 6 e 7) em plantas de tangerina Sunki, quando
se avaliaram os dados referentes a massa de matéria seca total, apenas o
ACB-36 ndo apresentou, significativamente, 0 mesmo desempenho (Tabela 8),
sendo que nesse parametro, os melhores tratamentos foram ACB-43 e a
mistura dos isolados, que mostraram aumento tanto da parte aérea como da
raiz. Em contrapartida, em plantas de citrumelo Swingle os melhores
tratamentos foram ACB-34, ACB-37, ACB-43, ACB-183/5, ACB-T002, ACB-T1
e a mistura foram capazes de promover maior crescimento das plantas em
comparagcdo a testemunha, em todos os parémetros avaliados (altura de
planta, numero de folhas e massa de matéria seca aérea e raiz) (Tabelas 9, 10
11, 12 e 13). Em relacdo ao limédo Cravo, os isolados ACB-03, ACB-04 e ACB-
05 mostraram potencial para a promocéo de crescimento quando se avaliaram
0s parametros relacionados a altura, namero de folhas (Tabelas 14, 15, 16 e
17). Em relagédo & massa seca tanto da parte aérea como de raiz, os melhores
foram ACB-05, ACB-43 e mistura dos isolados (Tabela 18).

Os resultados encontrados no respectivo estudo estdo, em parte, de
acordo com os relatados na literatura. Tucci et al. (2011), estudaram os efeitos
benéficos de dois isolados, T. atroviride e T. harzianum, em cinco genotipos
diferentes de tomate e obtiveram respostas distintas em relacdo a promoc¢éo de
crescimento, quanto a massa de matéria seca e comprimento de tronco, para
cada variedade. Harman et al. (2004), também se refere a importancia genética

da planta para a interagao entre milho e T. harzianum — T22. De acordo com 0s
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autores, testes comerciais com varios hibridos de milho tratados com T-22
apresentaram aumento em produtividade, porém, em algumas linhagens da
cultura ocorreram reducdes no rendimento. Em estudo posterior, Harman et al.
(2006) demonstraram por analises genéticas, que a resposta de Trichoderma
spp. em milho est4 condicionada pelos genes dominantes. Contudo, em nosso
trabalho, ndo foram investigados os mecanismos de acdes responsaveis pelas
diferentes interacdes fungo-planta, encontrados nas trés variedades estudadas,

0 gque demanda pesquisas no assunto.

Autores tém levantado hipéteses para explicar a capacidade de isolados
de Trichoderma spp. em promover o crescimento de plantas. Em um trabalho
realizado por Harman et al. (2004) quando sementes de milho foram tratadas
por T-22 obtiveram maximo rendimento, com 40% menos de fertilizante
nitrogenado em relacdo as plantas testemunhas. Os autores verificaram que
espécies de Trichoderma aumentaram o crescimento da raiz, o0 que,
consequentemente, levou a uma maior produtividade, apontando assim, que
estes fungos benéficos aumentam a captacéo e eficiéncia do uso de nitrogénio
e, também, podem solubilizar nutrientes no solo, beneficiando as plantas.
Porém, os elicitores moleculares responsaveis pelo crescimento de plantas
pelos Trichoderma spp. ainda sdo desconhecidos. Por outro lado, outra
hipétese diz respeito ao fato do antagdnico ser capaz de colonizar as raizes
(HARMAN et al., 2008). Os autores ao relatarem o tratamento de raizes de
milho com T. harzianum consideraram que, o efeito benéfico e duradouro na
produtividade das plantas foi devido a competéncia e persisténcia do
antagbnico na rizosfera, como simbionte de raiz, durante todo o periodo de
cultivo. Ainda, em relacdo a capacidade de promover o crescimento das
plantas, Harman e Shoresh (2007) relataram que a interagcdo Trichoderma-
planta deve ser semelhante a interagdo de endomicorrizas com as plantas.
Sendo assim, ao penetrar nas raizes, o fungo tem acesso aos nutrientes das
plantas, o que lhes permite proliferar. Em contrapartida, eles favorecem o
desenvolvimento de maior massa de raizes e da parte aérea das plantas,
através da solubilizacdo de nutrientes. O aumento na massa de raizes, em

particular, consequentemente ira garantir um maior sitio de sobrevivéncia para
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o Trichoderma. Essa informacdo pode explicar os resultados positivos
encontrados neste estudo quanto a promoc¢ao de maior massa de matéria seca
de raizes e parte aérea nos trés porta-enxertos avaliados.

Considerando que espécies de Trichoderma tem potencial de induzir
respostas de defesa sistémica e localizada em diversas plantas contra varios
fitopatogenos (HARMAN et al., 2004, YEDIDIA et al., 1999, 2003; SHORESH et
al. 2005), os dados obtidos neste estudo indicam que os isolados de
Trichoderma spp. podem ter apresentado esse mecanismo de acao, uma vez
que diminuiram a severidade da doenca em tangerina Sunki e citrumelo
Swingle (Tabelas 19, 20, 21 e 22).

Segundo relatos da literatura, para que a protecao induzida se expresse,
€ necessario que haja um intervalo de tempo entre o tratamento inicial
(tratamento indutor) e a subsequente inoculacdo do patégeno (tratamento
provocador) (Pascholati, 2011). Aliado a isso, os resultados obtidos por
Teixeira et al. (2005), em seus estudos com eucalipto, sugeriram que para
plantas perenes € necessario um tempo maior que o observado nas plantas
anuais para que a resisténcia seja manifestada plenamente. Considerando
esses relatos e comparando com o respectivo trabalho cujo periodo de
aplicacao do tratamento indutor ao provocador foi de 180 dias, acredita-se que
foi um tempo suficiente para que plantas de Tangeriana Sunki pudessem ativar
0S seus mecanismos de resisténcia pela acéo dos indutores, ACB-04, ACB-33
e ACB-40 (Tabelas 19 e 20). Com relacdo aos resultados observados em
citrumelo Swingle, onde um maior numero de isolados de Trichoderma spp.
ativaram os mecanimos de defesa, acredita-se que pelo fato do porta-enxerto
apresentar tolerancia natural as doencas causadas por Phythophthora, a acdo
destes antagbnicos possam ter sido potencializada.

Como ja mencionado no decorrer desta discussdo, houve diferentes
respostas nas interacdes variedade-fungo antagonista, o que talvez possa
explicar a ndo existéncia de indutores de resisténcia para o porta-enxerto liméo
Cravo. De acordo com Yedidia et al. (1999), em funcdo da colonizacdo das
células superficiais das raizes pelos Trichoderma spp., as plantas ativam seus

mecanismos de defesa, bioguimicos e estruturais. Segundo os autores, em
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uma associacdo do tipo simbiética deve haver um reconhecimento molecular
entre a planta e o Trichoderma spp., resultando na criacdo de uma parceria
benéfica que, consequentemente, conduz a uma diminuicdo na sintese e
acumulo de moléculas de defesa. Esse conceito foi suportado pelos autores
devido a constatacdo de ter ocorrido promogédo de crescimento nas plantas
tratadas com Trichoderma spp., o0 que indica o efeito benéfico da associacao.
Esse fato corrobora com os resultados encontrados neste estudo,
principalmente pela capacidade de alguns isolados de Trichoderma spp. em
promover o crescimento em plantas de limdo Cravo, evidenciadas
principalmente aos 180 dias ap0s o tratamento, mas ndo ter tido um efeito
sobre a inducéo de resisténcia.

Portanto, mais estudos desse fendmeno ao longo do tempo sao
necessarios para melhor investigar o periodo de tempo em que 0S mecanismos
de defesa de cada porta-enxerto de citros estariam ativados apds a aplicacao
de Trichoderma spp. Estudos histoldgicos, bioquimicos e fisiol6gicos poderiam
detectar quais sdo as modificacdes que ocorrem no metabolismo da planta em
funcdo da interacdo com o antagonico.

Nos ensaios sobre o efeito da microbiolizacdo de sementes com os
isolados de Trichoderma spp. na sobrevivéncia de plantulas de tangerina Sunki
e de limdo Cravo, em substrato contaminado com P. nicotianae, foi possivel
observar o potencial de controle da maioria dos isolados testados (Tabela 23 e
24). Resultados similares foram obtidos por Amorim (1997) que observou
controle in vivo de P. citrophthora e P. parasitica com isolados de Trichoderma
spp., avaliado pela porcentagem de mortalidade de plantas em substrato pré-
infestado com o patdogeno. De um modo geral, a microbiolizagdo das sementes
com agentes de biocontrole protege as plantas contra os patdgenos, favorece a
germinacdo, emergéncia e desenvolvimento das sementes, podendo ser uma
tecnologia alternativa no tratamento de sementes (HARMAN et al., 2000; LUZ,
2001; JETIYANON; KLOEPPER, 2002; AMORIM; MELO, 2002; CHEN et al.,
2012). Segundo Harman et al. (2004), a capacidade de espécies de

Trichoderma spp. competirem pelos exsudados de sementes, que estimulam a
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germinacao de propagulos de fungos patogénicos de plantas no solo, favorece,
na maioria das vezes, o biocontrole.

Embora ACB-14 tenha sido o Unico a ndo proporcionar controle ao
patdgeno nos testes in vivo, no teste de pareamento, 0 mesmo proporcionou
84% de inibicdo a coldnia de P. nicotianae. A ineficiéncia de alguns isolados
em controlar patdégenos de solo pode ser devido a diversos fatores, tais como,
falha na colonizacdo da semente que, consequentemente, leva a néo
manutencdo da densidade microbiana inicial; perda da habilidade de competir
com outros microrganismos em consequéncia de sucessivas repicagens
realizadas previamente em laboratério e/ou pelo longo periodo de estocagem
(LUZ, 1993).

Apesar dos resultados positivos obtidos com o emprego dos agentes
biolégicos do género Trichoderma spp. para a promocao de crescimento de
plantas de citros e com relacdo ao biocontrole de P. nicotianae, pesquisas
precisam ser incrementadas, principalmente as relacionadas a adaptacdo
destes microrganismos as diversas condicbes ambientais, bem como, ao
processo industrial, tolerancia aos agroquimicos comumente aplicados no

campo e aceitabilidade dos agricultores.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a)

b)

d)

Espécies de Trichoderma tém potencial para promover crescimento de
porta-enxertos citricos, assim como, induzir resisténcia sistémica a P.
nicotianae, porém, as respostas variam de acordo com o genétipo da

planta e com o isolado do antagonista utilizado;

Considerando-se a maioria dos parametros analisados, este estudo
mostrou que os isolados de Trichoderma spp.: ACB-33, ACB-34, ACB-37,
ACB-43, ACB-183/5, ACB-T002, ACB-T1, ACB-T6 podem ser indicados
para a promogé&o de crescimento de Citrumelo Swingle. Os isolados ACB-
32 e ACB-38 podem ser recomendados para Tangerina Sunki, enquanto
que, ACB-03, ACB-04 e ACB-05 para Limé&o Cravo;

Os isolados de Trichoderma spp. que podem ser indicados para inducao
de resisténcia de porta-enxertos a P. nicotianae, sdo: ACB-04, ACB-33 e
ACB-40 para tangerina Sunki e os isolados ACB-03, ACB-14, ACB-36,
ACB-37, ACB-42, ACB-T6 e a Mistura para citrumelo Swingle;

A maioria dos isolados de Trichoderma spp. testada foi capaz de controlar

P. nicotianae em plantas de tangerina Sunki e limao Cravo.
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Teste em duplicata:

v Influéncia dos isolados de Trichoderma spp. no crescimento

micelial de Phytophthora nicotianae

Tabela 25 - Porcentagem de inibicdo da coldonia de Phytophthora nicotianae apds cultivo
pareado com os isolados de Trichoderma spp. (Duplicata).

Isolados Diametro médio da colbnia % de inibicdo
Controle 6,00 a 0,00
ACB-34 274 b 54,33
ACB -183/5 2,47 bc 58,83
ACB -40 2,09 bcd 65,16
ACB-05 1,97 bcd 67,16
ACB-03 1,86 bcde 69,00
ACB-37 1,79 bcde 70,16
ACB-T1 1,75 bcde 70,83
ACB-32 1,74 bcde 71,00
ACB-04 1,70 bcde 71,66
ACB-T6 1,57 bcde 73,83
ACB-33 1,54 bcde 74,33
ACB-36 1,53 bcde 74,50
ACB-43 1,37 cde 77,16
ACB-14 1,40 cde 76,66
ACB-T002 1,25 cde 79,16
ACB-38 1,02 de 83,00
ACB-02 1,06 de 82,33
CV =8.09%

1 Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade
Dados transformados: BoxCox com A = 0,29



