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Uso de Trichoderma spp.
para o Manejo da Podridao-
do-pé-do-mamoeiro
Causada por Phytophthora
palmivora Butler

Alexei de Campos Dianese’
Luis Eduardo Bassay Blum?
Sueli Corréa Marques de Mello®

Resumo

Quarenta e trés isolados de Trichoderma foram avaliados in vitro
(culturas pareadas) e em casa de vegetacao quanto ao seu potencial
antagoénico a Phytophthora palmivora. Mediram-se comprimento

e didmetro das col6nias de P. palmivora aos 7 e 10 dias apds o
pareamento. As culturas também foram avaliadas conforme a escala: 1
(>95% da placa com micélio/esporos de Trichoderma); 1,5 (>95% da
placa com Trichoderma, mas com baixa esporulacéo); 2 (51% a 95%
da placa com Trichoderma); 3 (até 50% da placa com Trichoderma);

4 (2/3 da placa coberta pelo patégeno); 5 (100% da placa coberta
pelo patégeno). Em relacdao ao didmetro, somente os isolados cen144,
cen203, cen219, cen162 e cen266 diferenciaram-se do controle. Os
isolados cen254, cen262, cen151, cen234, cen235 e cen219 (nota

1 na primeira avaliacdo segundo a escala acima) foram considerados
0s mais agressivos na colonizagao da placa. Esses dez isolados foram
testados em experimentos em vasos contendo solo naturalmente
infestado com P. palmivora. As avaliagdes foram diarias e se basearam
no percentual médio de plantas mortas em cada tratamento (6 plantas/
repeticao; 4 repeticées). Em ambos os experimentos, os isolados
cen162 e cen235 foram os mais efetivos quando comparados ao
controle.

Termos para indexacao: culturas pareadas, controle biolégico, oomiceto.
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Management of Papaya
Foot Rot (Phytophthora
palmivora Butler) Using
Trichoderma spp.

Abstract

Forty-three isolates of Trichoderma were evaluated in vitro (paired
cultures) and in greenhouse trials for their antagonistic potential to
Phytophthora palmivora. Length and diameter of P. palmivora colonies
were measured at 7 and 10 days after pairing. The cultures were also
evaluated according to the scale: 1 (> 95% of the plate with mycelium
/ spores of Trichoderma), 1.5 (> 95% of the plate with Trichoderma

- low sporulation), 2 (51% - 95% of the plate with Trichoderma), 3

(up to 50% of the plate with Trichoderma), 4 (2 / 3 of the plate with

p. palmivora), 5 (100% of the plate with P. plamivora). Regarding the
diameter, only isolates cen144, cen203, cen219, cen162 and cen266
differed from the control. Cen254, cen262, cen151, cen234, cen235
and cen219 were the most aggressive (scored 1 at 7 days, based on the
scale). These ten isolates were tested in pot trials using soil naturally
infested with P. palmivora. Daily evaluations were based on the mean
percentage number of dead plants per treatment (6 plants / replicate;

4 reps). In both greenhouse trials cen162 and cen235 significantly
differed from the control.

Index terms: paired cultures, biological control, oomycetes.
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Introducao

O Brasil é o primeiro produtor mundial de mamao, com uma producao
anual de um milhao e seiscentos e cinquenta mil toneladas/ano,
situando-se entre os principais paises exportadores, principalmente
para o mercado europeu (IBGE, 2009). A “podridao-do-pé” ou podridao-
das-raizes e dos frutos do mamoeiro é uma das principais doencas
dessa planta, ocorrendo onde quer que seu hospedeiro seja plantado.
Em algumas regides produtoras do Brasil, as perdas ocasionadas

pela doenca podem atingir cerca de 10% (LIBERATO et al., 1993).
Em situacdes em que predominam elevados indices pluviométricos e
temperaturas entre 25 °C e 30 °C, as perdas podem atingir 60% (KO,
1994; SILVA et al., 1999).

O género Trichoderma (Persoon: Fr.) estd bem documentado como
agente de controle biolégico eficiente contra patégenos de solo. Seu
potencial como agente de controle biolégico de Phytophthora palmivora
tem sido explorado em trabalhos com algumas fruteiras, como, por
exemplo, o durido (Durio zibethinus L.), descritos a seguir.

Supaporn (1994) utilizou misturas de Trichoderma spp. com diatomita,
farelo de arroz e composto orgénico para controlar a podridao-das-
raizes em duriao (Durio zibethinus). A mistura foi aplicada, sozinha
ou combinada com metalaxyl ou fosetyl-Al, a solos infestados com

P. palmivora (Butler). A eficiéncia das misturas foi superior aos
tratamentos quimicos convencionais (metalaxyl e fosetyl-Al aplicados
separadamente). Em condicdes de viveiro, a aplicacao das misturas
no solo 4 ou 5 dias antes de ser inoculado com P. palmivora reduziu
significativamente a incidéncia de podridao-das-raizes de duriao
(SUPAPORN et al., 1994). Kanoknach (1997) utilizou uma mistura
similar, mas sem diatomita, e a aplicou, sozinha ou misturada com
uma dose baixa de metalaxyl, ao solo de pomares de duridao. Em
todos os tratamentos, as populacdes de P. palmivora no solo foram
significativamente reduzidas, juntamente com os sintomas (p. ex.:
declinio) da doenca (KANOKNACH, 1997). Hanada et al. (2009)
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testaram um isolado de 7. martiale Samuels para o controle de

P. palmivora em frutos de cacaueiro, com os resultados indicando que
o isolado dessa espécie de Trichoderma apresentou um grande potencial
como agente de controle biolégico do patédgeno. Krauss e Soberanis
(2002) constataram que a pulverizacao de um isolado de T. virens Arx
diminuia significativamente a incidéncia de P. pa/mivora em frutos de
cacaueiro. Ueno e Silva (2001) avaliaram o uso do produto comercial
Controlbio 2001 (7richoderma sp.) no controle de P. palmivora em
mamoeiro, concluindo-se que este nao foi eficiente e causou um
menor desenvolvimento das plantas. Vawdrey et al. (2002) testaram
misturas de diferentes condicionadores de solo com Trichoderma spp.
para o controle de P. palmivora em plantios de mamoeiro na Austrélia
e chegaram a conclusédo que nao houve reducéao significativa da
severidade da doenca. Ja Tatagiba et al. (2005) avaliaram o produto
Trichodermil PM, a base de 7. harzianum Rifai, em experimentos com
mudas de mamoeiro para o controle de P. palmivora e concluiram que
o produto apresentou potencial para ser mais uma ferramenta eficaz no
manejo da podridao-de-raiz-do-mamoeiro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar um grupo de diferentes isolados
de Trichoderma sp. para determinar sua viabilidade como alternativa
no controle da podriddo-do-pé-do-mamoeiro (Carica papaya) e verificar
possiveis interacoes deletérias entre os isolados de Trichoderma e o
mamoeiro.

Material e Métodos

Testes in vitro

Quarenta e trés isolados de Trichoderma, provenientes da colecao
micolégica do Laboratério de Controle Biolégico da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF), foram testados in vitro para

o controle de P. palmivora. Os isolados foram multiplicados em meio
BDA (200 g de batata; 20 g de agar; 10 g de dextrose; 800 mL de
agua destilada e, ap6s autoclavagem, 125 mg de cloranfenicol) em
placas de petri, que posteriormente foram colocadas em uma camara de
crescimento a 25 °C (fotoperiodo de 12 horas) por sete dias.
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O isolado PP-24 de P. palmivora foi multiplicado em meio de cultura de
suco de tomate (modificado de SCHMITTHENNER, 1973) (200 mL de
suco de tomate; 18 g de agar; 3 g de CaCO,; 800 mL de agua destilada
e, apos autoclavagem, 10 mg de pimaricina; 250 mg de ampicilina;

10 mg de rifampicina; 30 mg de rosa de bengala) em placas de petri.
As placas foram colocadas em uma camara de crescimento a 25 °C
(fotoperiodo de 12 horas) por sete dias, que é o periodo necessario para
o fungo colonizar a placa por inteiro.

Discos de 0,5 cm de diametro de meio de cultura, contendo coldénias

de Trichoderma sp. e P. Palmivora, foram colocados em lados opostos
de uma placa de petri (9 cm de diametro), contendo meio de cultura

de suco de tomate (descrito anteriormente) de P. palmivora. Havia trés
repeticoes para cada isolado de Trichoderma. As placas foram colocadas
em camaras de crescimento a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas.

Mediram-se comprimento e didmetro das col6nias de P. palmivora 7 e
10 dias ap6s o pareamento. As coldnias de Trichoderma e do patégeno
também foram avaliadas conforme a escala (BELL et al., 1982): 1
(>95% da placa coberta pelo micélio/esporos de Trichoderma); 1,5
(>95% da placa coberta pelo Trichoderma, mas com baixa esporulacao
ou esporulacdo ausente); 2 (51% a 95% da placa coberta pelo

micélio de Trichoderma); 3 (até 50% da placa coberta pelo micélio de
Trichoderma); 4 (2/3 da placa coberta pelo patégeno); 5 (100% da placa
coberta pelo patégeno) (Figura 1).

Foto: Alexei de C. Dianese

Figura 1. Placas de petri com diferentes niveis de interacdo entre isolados de Trichoderma
spp. e o isolado PP-24 de Phytophthora palmivora em teste de pareamento de culturas.
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias das
avaliacdes de cada isolado de Trichoderma comparadas pelo teste de
Tukey (P=5%). A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-
se o programa SigmaStat 2.0 da Jandel Corporation (copyright @ 1995).

Experimento em casa de vegetacao

Em erlenmeyers de 250 mL foram colocados 40 g de arroz agulhinha
tipo 1 parboilizado da marca “Tio Joao” e dgua destilada o suficiente
para cobri-lo. Em seguida, esse substrato foi autoclavado por 25
minutos no dia anterior a inoculagao. A seguir, inoculou-se cada
erlenmeyer com dois ou trés discos de meio de cultura contendo
Trichoderma. Os erlenmeyers foram colocados em uma cadmara de
crescimento a 25 °C (fotoperiodo de 12 horas) por sete dias. Foram
utilizados 5 g de in6culo por quilo de solo. O isolado PP-24 de P.
palmivora foi multiplicado conforme descrito anteriormente.

As mudas para o experimento foram produzidas a partir de sementes

da variedade Tainung | do grupo Formosa, que foram semeadas em
bandejas (72 células) contendo o substrato Plantmax (casca de pinus,
vermiculita e turfa — Eucatex Agro) e Osmocote (14 — 14 — 14 NPK -
Scotts Co.) a b g/L de substrato. As sementeiras foram mantidas em um
telado até que as mudas atingissem a altura média de 10 cm.

Nos experimentos em casa de vegetacao, foram utilizados vasos
contendo 2 kg de solo naturalmente infestado com P. pa/lmivora obtido
de uma area com histérico da doenca na prépria Estacao Biolégica. Uma
semana antes do plantio, o inéculo natural do solo foi reforcado ao se
colocar fatias de mamao “papaya” infectadas pelo isolado PP-24 de P.
palmivora em cada vaso. Um dia antes da inoculacdo com os isolados
de Trichoderma, todo o solo contido nos vasos foi despejado sobre

um plastico preto e misturado utilizando-se uma enxada. O solo foi
recolocado nos vasos. No dia seguinte, foi feito um orificio de cerca de
5 cm de profundidade em cada vaso e 10 g do inéculo de Trichoderma
foi colocado em cada um e posteriormente coberto por terra. O plantio
das mudas (2 plantas/vaso) ocorreu 24 horas apds a inoculacédo do solo
com os isolados de Trichoderma. Os testes foram realizados em uma
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casa de vegetacao (temperatura média em torno de 25 °C) da Estacao
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia (DF).

Nesses experimentos, foram utilizados os isolados de Trichoderma que
se destacaram nas avaliacOes in vitro. No primeiro (dezembro/2005),
foram dez isolados (cen254, cen262, cen151, cen234, cen235,
cen144, cen203, cen219, cen162 e cen266). Além deles, havia cinco
tratamentos controle: (1) uma mistura dos isolados cen266, cen151

e cen144, sem a presenca do patégeno; (2) vasos contendo sé6 arroz,
sem Trichoderma; (3) vasos contendo fatias sadias de mamao; (4) vasos
com solo infestado por P. palmivora sem Trichoderma e; (5) vasos

com mudas de mamao em solo estéril. Na repeticdo (fevereiro/2006),
foram utilizados os dois isolados com melhor desempenho no primeiro
experimento e, um isolado com pior desempenho. Os tratamentos
controle foram os mesmos, com excecao do primeiro. Esse foi
substituido por tratamentos separados para cada um dos trés isolados
sem a presenca do patdégeno. As avaliacoes foram feitas diariamente
apds o plantio das mudas e basearam-se no percentual de plantas
mortas em cada tratamento. O delineamento utilizado foi o de blocos
inteiramente casualizados com quatro repeticdes, cada qual contendo
trés vasos com duas plantas cada. Ao final do segundo experimento, as
mudas dos tratamentos contendo os trés isolados sem a presenca do
patégeno e do tratamento com plantas sadias foram pesadas.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparados pelo teste de Tukey (P=5%). A andlise
estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa SigmaStat
2.0 da Jandel Corporation (1995).

Resultados e Discussao

Apesar de o género Trichoderma estar documentado como agente

de controle biolégico eficiente contra Phytophthora palmivora em
hospedeiras como o durido e o cacaueiro (SUPAPORN et al., 1994;
KANOKNACH, 1997; KRAUSS e SOBERABIS, 2002; HANADA et al.,
2009), seu efeito especificamente sobre P. palmivora em mamao nao
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tem sido muito estudado e os resultados ainda sao conflitantes (UENO;
SILVA, 2001; VAWDREY et al., 2002; TATAGIBA et al.; 2005).
Visando obter mais informacdes, foram feitos testes preliminares in vitro
utilizando vasos em casa de vegetagao.

Para os testes in vitro, foi escolhido o método de pareamento de
colbénias, também conhecido como cultura pareada, por ser o mais
comumente utilizado em estudos de antagonismo (MARIANO, 1993).
Todos os isolados de Trichoderma sp. inibiram o patégeno quanto ao
comprimento da col6nia (dado nao apresentado), demonstrando que
esse tipo de avaliacao nao é um bom paradmetro para se comparar
eficiéncia de controle in vitro. Em relacao ao diametro da col6nia de

P. palmivora, dos 43 isolados testados, somente os isolados cen144,
cen203 e cen219 diferiram significativamente do controle em ambas
as avaliacOes (Tabela 1). Os isolados cen223 e cen199 inicialmente
diferenciaram-se do controle, mas, na avaliacdo aos 10 dias, a
diferenca nao se manteve estatisticamente significativa e por isso foram
descartados. J4 com os isolados cen162 e cen266, ocorreu o contrario,
eles diferiram estatisticamente do controle somente na avaliacdo aos
10 dias e, com isso, foram incluidos nos experimentos em casa de
vegetacao. Os isolados cen254, cen262, cen151, cen234, cen235 e
cen219, por terem recebido nota 1 na primeira avaliacdo, segundo a
escala de Bell, foram considerados os mais agressivos, independente
de terem ou nao inibido o crescimento do patégeno, pois colonizaram
a placa de Petri por inteiro em menos tempo que os demais isolados.
Somente cen219 foi igualmente agressivo e inibiu efetivamente o
desenvolvimento do patégeno. Baseados nessa andlise da avaliacao

in vitro, foram escolhidos os isolados cen266, cen162, cen203,
cen219, cen144, cen254, cen262, cen151, cen234 e cen235 para os
experimentos em casa de vegetacao.

Apesar de existir certa rejeicao dos testes de selecao in vitro, pois,
na maioria das vezes, os resultados ndo coincidem com os realizados
in vivo (ANDREWS, 1985; BETTIOL, 1991), dos dez isolados
selecionados nesse estudo nos testes in vitro, seis diferenciaram-se
significativamente do controle no primeiro experimento em vasos
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(Figura 1). Desses, cen266 e cen162 foram incluidos por inibirem
efetivamente in vitro o desenvolvimento de P. palmivora (Tabela 1).

O restante, cen254, cen235, cen262 e cen234, foi incluido pela sua
agressividade na colonizacao da placa. Futuramente, essa caracteristica
deve ser levada em conta sempre que forem feitas selecGes in vitro de

isolados de Trichoderma para o controle de P. palmivora.

Tabela 1. Diametro (cm) das coldnias de Phytophthora palmivora (PP-24)

pareadas com isolados de Trichoderma sp.

Diametro da col6nia Diametro da col6nia
aos 7 dias (cm) aos 10 dias (cm)
Controle!" 8,8a* 9,1a
cen266 8,3ab 3,8b
cen162 7,1ab 2,2b
cen203 6,4bc 2,8b
cen199 6,4bc 5,1ab
cen223 6,3bc 5,2ab
cen219 6,2bc 2,0b
cen144 4,8¢c 3,4b

Corresponde ao crescimento in vitro da coldnia de P. palmivora PP-24 sem a interferéncia de

Trichoderma sp.

*Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo foram estatisticamente diferentes segundo o teste de
Tukey (P < 0,5).

Os dois isolados mais eficientes no primeiro experimento, cen162

e cen235, foram testados novamente (Figuras 2 e 3). Além deles,
incluiu-se cen144 que, juntamente com cen203 e cen151, apresentou
um percentual médio de plantas mortas superior ao préprio controle
(Figura 3). Esse isolado foi incluido no segundo experimento para se
verificar a possibilidade de alguns isolados de Trichoderma terem efeito
deletério sobre as mudas de mamao, como citado por Ueno e Silva (2001).
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Figura 2. Experimento em casa de vegetacdo comparando o tratamento controle (a
esquerda), sem Trichoderma e com o solo infestado por Phytophtora palmivora, com o
tratamento em que o solo infestado por P. pa/mivora foi inoculado com o isolado cen 162
de Trichoderma sp. 24 horas antes do plantio de mudas de mamoeiro.
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Valores das colunas com letras diferentes foram significativamente distintos entre si pelo teste de
Tukey, P < 0,5.

Legenda:

Cen = isolados de Trichoderma sp. provenientes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Mistura = mistura de cen266, cen151 e cen144 inoculados em vasos sem P. Palmivora.

Arroz = arroz parboilizado (“Tio Jo&o") incorporado a solo sem P. palmivora.

Mamao = fatias de mamao sadio incorporadas a solo sem P. palmivora.

Controle = solo infestado por P. palmivora sem Trichoderma.

Sadia” = mudas de mamao em solo esterilizado sem P. palmivora e Trichoderma.

Figura 3. Experimento |: nimero médio final de plantas mortas de mamao (Carica papaya)
“Tainung 1” devido a acédo de Phytophthora palmivora.

Cen162 e cen235 diferenciaram-se estatisticamente do controle no
segundo experimento, cen144 nao se diferenciou (Figura 4). Ao se

Fotos: Alexei de C. Dianese
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avaliar a massa fresca das plantas provenientes dos tratamentos
contendo cen162, cen235 e cen144 sem a presenca do patégeno e

do tratamento contendo plantas sadias oriundas de solo esterilizado,
nao se obteve diferencas estatisticamente significativas quando foram
comparadas entre si as médias de massa fresca das plantas de cada
tratamento (Tabela 2). Os isolados de Trichoderma sp. nao exerceram
influéncia sobre o desenvolvimento das plantas de mamao, contrariando
tanto Ueno e Silva (2001), que relataram um menor desenvolvimento
das plantas, quanto Smith et al. (1990), que relataram o fato de

mudas sadias de macieira inoculadas com determinados isolados de
Trichoderma se desenvolverem significativamente melhor do que
mudas nao inoculadas. Além disso, nenhum dos substratos usados para
inocular tanto o patégeno quanto os isolados de Trichoderma afetou o
desenvolvimento das mudas de mamao (Figuras 3 e 4).
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Valores das colunas com letras diferentes foram significativamente distintos entre si pelo teste de
Tukey, P < 0,5.

Legenda:

Cen = isolados de Trichoderma sp. provenientes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
s/d = isolados de Trichoderma sp. inoculados em vasos sem P. palmivora.

Arroz = arroz parboilizado (“Tio Jodo”) incorporado a solo sem P. palmivora.

Mamao = fatias de mamé&o sadio incorporadas a solo sem P. palmivora.

Controle = Solo infestado por P. palmivora sem Trichoderma.

Sadia = Mudas de mamao em solo esterilizado sem P. palmivora e Trichoderma.

Figura 4. Experimento Il: nimero médio final de plantas mortas de mamao (Carica
papaya) “Tainung 1” devido a acdo de Phytophthora palmivora.
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Tabela 2. Massa fresca (g) da parte aérea de plantas de mamoeiro (Carica
papaya) oriundas de solo contendo 7richoderma na auséncia de Phytophthora
palmivora (cen162s/d; cen235s/d e cen144s/d) e no tratamento com mudas

plantadas em solo esterilizado.

Tratamento Peso médio final por tratamento (g)
Cen162s/d"" 40,3a*
Cen235s/d 38,1a
Cen144s/d 43,5a
Solo esterilizado 40,6a

*Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo foram estatisticamente diferentes segundo o teste de
Tukey (P < 0,5).
'Sem a presenca do patégeno (Phytophthora palmivora).

Apesar de as diferencas estatisticamente significativas nos dois
experimentos em casa de vegetacao evidenciarem o potencial dos
isolados de Trichoderma como agentes de controle do patdégeno

P. palmivora, mais experimentos deveriam ser conduzidos visando
aumentar, principalmente, sua eficiéncia. Outros substratos para

a producao de in6culo do agente de controle biolégico podem ser
utilizados; o espaco de tempo entre inoculacao do 7richoderma e plantio
das mudas pode ser variado, pois 0 agente de controle biolédgico pode
necessitar de um tempo maior para colonizar o solo e atacar o patégeno
(BLUM; LIN, 1991). Além disso, as mudas podem ser inoculadas

com solucdes contendo esporos de Trichoderma antes do plantio em
solo infestado com o patégeno (AMORIM; ITAMAR, 1999). Por fim,
diferentes quantidades de in6culo podem ser testadas para verificar qual
a mais eficiente.

Conclusao

A utilizacado de agentes de controle biolégico, como os fungos do género
Trichoderma, nao seré a solucao Unica para o controle da podridao-do-
pé-do-mamoeiro, mas, baseado nesses resultados iniciais, € mais uma
ferramenta que demonstra ter potencial para ser utilizada no manejo
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dessa doenca. No entanto, estudos mais aprofundados sobre essa
interacao P. palmivora- Trichoderma-C. papaya devem ser realizados
antes que esse agente de controle biolégico possa ser usado de maneira
eficiente no controle da podriddo-do-pé-do-mamoeiro.
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