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A podridao do estipe € a mais grave doenga da pupunheira na Bahia. Seu agente causal, Phytophthora palmivora,
apresenta ampla gama de hospedeiros dentre eles cultivos de relevancia econdmica para o estado. Visando selecionar
agentes antagodnicos que pudessem ser empregados no controle da doenca, foram realizados ensaios in vitro
confrontando cinco isolados de P. palmivora com 40 de agentes de biocontrole (BCAs), 39 isolados de Trichoderma
spp. e um de Gliocladium virens. O percentual de inibi¢ao foi calculado e os BCAs comparados em relacdo a cada
isolado de P. palmivora através do teste de Scott-Knott (p <0,05). Embora tenha sido observada variacdo na
atuacdo dos BCAs em relag@o aos cinco isolados de P. palmivora, todos eles mostraram capacidade de inibir o
desenvolvimento do fungo, com os percentuais de redugdo variando de 7 a 48%. Durante o pareamento entre 0s
isolados foram observadas interagdes de trés tipos: entrelacamento, impasse (antibiose) e substituicdo, com a
predominéncia do tltimo. Dois BCAs, TC26 (T. longibrachiatum) e TC61 (T. harzianum), além de provocarem os
trés tipos de interacdes, também esporularam sobre as coldnias de P. palmivora. O isolado 913 (P. psedokoningii),
por sua vez, causou antibiose, sendo observado o parasitismo entre as hifas durante as andlises ao microscépio
eletronico de varredura. Treze isolados apresentaram potencial de biocontrole para pesquisas futuras: ES4, 421,
889, 2927,2952,4006 B e T61 de T. harzianum; TC25 de T. longibrachiatum; 64 de T. piluliferum; ALF 247 de T.
martiale; 905 de T. viride; 7CC de T. atroviride e TC26 de T. koningiopsis.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Bactris gasipaes, podridao-do-estipe.

In vitro selection of antagonic fungi to Phytophthora palmivorafrom peach palm.
Heart rot of peach palm is the most serious disease of this crop in Bahia. Its causal agent, Phytophthora palmivora,
presents a wide host range including economically important crops. Aiming to select antagonistic agents to control
the disease, in vitro assays were carried out, where five isolates of P. palmivora were confronted with 40 BCAs, 39
isolates of Trichoderma spp. and one of Gliocladium virens. The percentage of inhibition against P.palmivora
was calculated and the BCAs were compared using the Scott-Knott test (p <0,05). Although there was variation in
the BCAs performances all of them have inhibited P. palmivora mycelial growth. Inhibition percentages varied from
7% to 48%. Mycelial interactions between colonies were of the types: intermingling, deadlock and substitution.
The BCAs TC26 (T. longibrachiatum) e TC61 (T. harzianum), in addition of showing the three types of interactions,
sporulated also on P. palmivora colonies. Isolate 913 (P. pseudokoningii) caused antibiosis. Hyphal parasitism
was observed by SEM. Thirteen isolates deserve more studies: ES4,421, 889,2927,2952,4006 B, T61 (T. harzianum),
TC25 (T longibrachiatum), 64 (T. piluliferum), ALF 247 (T. martiale), 905 (T. viride), TCC (T. atroviride) and TC26
(T. koningiopsis).
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Introducao

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth.) é uma
palmeira cultivada pertencente a familia das arecaceas.
No Brasil, seu cultivo teve inicio na regido Amazdnica,
sendo distribuida em pequenas populagdes, em areas
abertas por perturbagdes naturais, ou nas bordas da floresta.
A primeira utiliza¢@o da pupunheira foi para exportacio de
madeira, depois dos frutos, que sdo ricos em 6leo, e,
atualmente, do palmito (kalil Filho e Sturion, 2003).

A pupunheira adaptou-se bem tanto ao cultivo
familiar tradicional, como a moderna agricultura com
alta utilizacdo de insumos (Clement and Bovi, 1999).

A Regiao Sul da Bahia possui condi¢cdes ambientais
favordaveis ao seu cultivo, apresentando vantagens,
como precocidade, rusticidade, perfilhamento e
auséncia de oxidacao do palmito apds o corte. A busca
por qualidade, sem comprometer o meio ambiente e a
sustentabilidade, tem provocado mudancas no modelo
de exploracdo do palmito no Brasil, cuja atividade foi
alimentada até a década de 80, com base apenas no
extrativismo das palmeiras jucara (Euterpe edulis
Mart.) e acai (Euterpe oleracea Mart.) (Parada,
acesso 2009). Atualmente, com o plantio da pupunheira
tal extrag@o predatoria vem sendo reduzida.

Apesar disso, o monocultivo da pupunheira, para
producdo de palmito, trouxe algumas conseqiiéncias
indesejaveis. Segundo Hanada (2006), a agricultura
moderna, fundamentada em extensas dreas de plantio,
resulta em sistemas ecologicamente ndo balanceados,
que facilitam a ocorréncia de epidemias. A prevencao
das epidemias tem sido tradicionalmente alcancada
utilizando-se fungicidas, no entanto, nas ultimas
décadas, tem aumentado a conscientizacao nio s6 em
relagdo a preservagdo do meio ambiente, como
também com os residuos de pesticidas nos alimentos.

A doenca mais importante da pupunheira é a
podridao-do-estipe, causada pelo oomicota
Phytophthora palmivora (Butler) Butler que, segundo
Zentmyer et al. (1977), € um patégeno fisiologicamente
varidvel e capaz de infectar dezenas de outras plantas.
No Brasil, a doenga foi constatada, pela primeira vez,
no Pard por Benchimol et al. (2001), que observaram
podriddo na base do estipe e clorose de folhas mais
novas tanto em mudas quanto em plantas adultas.
Pizzinatto et al. (2002), por sua vez, relataram a
ocorréncia da doenca na regido do Sao Francisco, em
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Pernambuco, em plantas com um ano de idade, as quais
apresentavam podridao do colo, escurecimento dos
tecidos internos e amarelecimento da folha bandeira.

O controle biol6gico surge como uma alternativa
para atender ndo s6 as demandas publicas em relagao
aos perigos do uso de produtos quimicos sobre o meio
ambiente, como também, na sustentabilidade agricola
(Samuels, 2004). De acordo com Lima et al. (2000), a
premissa bdsica do controle biol6gico é manter a
densidade populacional das espécies de pragas e
patégenos associadas a agricultura, em niveis
econdmica e ecologicamente aceitdveis.

Diversos fungos tém sido explorados como agentes
de controle de doencas de plantas, por serem
amplamente distribuidos e comuns na natureza, por
apresentarem alta plasticidade e producdo de
biomassa, além de possuirem grande capacidade
metabodlica que os torna competidores agressivos na
natureza (Corabi-Adell, 2004). Dentre os fungos
filamentosos, os do género Trichoderma sio,
reconhecidamente, os hiperparasitas mais importantes
e mais estudados, exibindo variabilidade entre linhagens
em relacdo as atividades de biocontrole, além de um
amplo espectro de acdo (Silva, 2000).

Trichoderma é um fungo anamorfico, saprébio ou
hemibiotrdfico, freqiientemente isolado de solos em
diferentes temperaturas, principalmente, de solos tropicais
(Harman et al., 2004). E eficaz no controle de indmeros
fungos fitopatogénicos (Melo, 1991; 1998), podendo
também ser utilizado como protetor de sementes, ja que
se desenvolve na espermosfera e acompanha o
crescimento das raizes da plantula (Harman, 2000). As
espécies T. Harzianum, T. virens, e T. viride sao as
mais utilizadas como agentes de controle biol6gico de
fitopatégenos (Hermosa et al., 2000).

Dentre os mecanismos de agdo utilizados pelos
antagonistas do género Trichoderma, existem dois
principais: i) antibiose — que consiste na produgdo de
uma série de enzimas extracelulares que degradam as
paredes de células fungicas (Menezes e Souza, 1995);
e ii) hiperparasitismo — que € a habilidade de colonizar
hifas e esporos do patdgeno (Bastos, 1991).

De acordo com Melo (1991), para que uma espécie
de Trichoderma seja um 6timo agente de biocontrole,
¢ essencial que apresente mais de um mecanismo de
acdo, que nao cause impacto negativo ao meio
ambiente, que tenha estruturas de reproducao de facil
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propagacao, principalmente, em substratos naturais, e
que o tempo de vida em prateleira, quando formulado,
seja razoavelmente longo e com boa viabilidade.

Alguns agentes de biocontrole além de controlarem
os patdgenos, apresentam também a capacidade de
promover o crescimento das plantas através da
producdo de hormdnios vegetais e de vitaminas, da
conversao de elementos a uma forma utilizdvel pelas
plantas, facilitando assim a absorcdo e translocacio
de minerais (Melo, 1998; Howell, 2003).

Na selecdo in vitro de agentes de biocontrole,
existem varios métodos, entretanto, o mais utilizado € o
do pareamento das culturas ou de confronto direto
(Mariano, 1993), cujos resultados t€ém mostrado boa
correlacdo com os obtidos em estudos in vivo (Ethur et
al., 2001). A capacidade de parasitismo do antagonista
e a inibicdo do crescimento do patdgeno sdo avaliadas
medindo-se o seu crescimento sobre o patégeno e o
deste em relacdo ao antagonista, em comparagdo ao
crescimento do patégeno sem a presenga do antagonista.

Este trabalho teve como objetivos: i) avaliar os
efeitos de espécies de Trichoderma no controle in
vitro de isolados de P. palmivora obtidos da
pupunheira, e ii) estudar a interacdo e possiveis
mecanismos de acdo de agentes de biocontrole
utilizando-se a microscopia eletrénica de varredura.

Material e Métodos

Obtencao dos isolados de Phytophthora
palmivora

Os isolados tratados foram 401, 524, 859, 870, 1086
de Phytophthora palmivora pertencentes a colecio
Arnaldo Medeiros do CEPEC, preservados em dgua
pelo método Castellani (Dhingra e Sinclair, 1994). Para
a realizag¢ao dos ensaios, foi utilizado o meio seletivo
PARPH (pimaricina, 10mg; ampicilina, 250 mg;
rifampicina, 10mg; PCNB, 100mg; cornmeal-adgar, 17
g; dgua p.s.p. 1000 mL) descrito por Kannwischer e
Mitchell (1978).

Obtencao dos isolados de agentes antagonicos
Foram utilizados 39 isolados de Trichoderma spp.
sendo 37 pertencentes a Colecdo da Unidade de
Controle Biolégico do CEPEC e dois provenientes de
isolamentos de pupunheiras coletadas nos viveiros da
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INACERES e um isolado de Gliocladium virens que
completou o total de 40 isolados de agentes antagdnicos
avaliados (Tabela 1). Para serem utilizados nos ensaios,
os isolados foram multiplicados em placas contendo meio
de BDA (200g de batata, 20 de 4gar, 10g de dextrose,
800 mL de 4gua destilada) incubadas em laboratério a
temperatura ambiente (23° £+ 1°C), por cinco dias.

Confronto entre isolados de Phytophthora
palmivora e Trichoderma spp.

Discos de micélio com 0,7cm de didmetro, obtidos
de culturas de P. palmivora, crescidas em CA, foram
colocados a 2 cm das bordas de placas de Petri de 9 cm
de didmetro. Quarenta e oito horas apds, em lados
opostos, foram repicados discos de micélio, de igual
didmetro, de cada isolado dos antagonistas (Figura 1).
Para as testemunhas foram mantidas placas inoculadas,
no centro, com cada um dos isolados de Phytophthora
palmivora e de Trichoderma spp. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente (23+1°C) e o
experimento conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeti¢des, e repetido duas vezes.

O experimento foi avaliado com base no didmetro
das colonias a 24, 48 e 72h ap6s o confronto. Os dados
obtidos foram utilizados nos calculos dos percentuais
de inibicdo no crescimento de Phytophthora
palmivora por isolados de Trichoderma spp., ao se
considerar o seu crescimento em placas sem a
confrontacdo (testemunha). Os dados foram
analisados pelo método de agrupamentos e pelo teste
de Scott-Knott (p=0,05).

Ao se observar as culturas confrontadas, ao
microscopio estereoscopico, procurou-se fazer distingdo
entre os tipos de interagdes que ocorreram, considerando-
se a classificacdo de Moore-Landecker (1996).

Estudos histopatolégicos das interacées entre
P. palmivora e Trichoderma spp. utilizando
Microscopia Eletronica de Varredura

Objetivando estudar, histopatologicamente ao
Microscépio Eletronico de Varredura (MEV), as
interagdes entre isolados de P. palmivora e Trichoderma
spp., foram efetuados pareamentos entre os isolados 870,
859 e 401 de P. palmivora e os isolados 2076; 4508;
T70; T68; ALF247 e 281 de Trichoderma spp.

Setenta e duas horas apds o confronto entre
isolados de Trichoderma com os de P. palmivora,
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Tabela 1 - Relacdo de isolados de diferentes espécies de Trichoderma e Gliocladium utilizados

Isolados Espécie Cultura Local Origem
ALF247 Trichoderma martiale Cacau [lhéus CEPLAC
ES4 Trichoderma harzianum Tronco/cacau I1héus CEPLAC
SF04 Trichoderma asperellum Tronco de cacau I1héus CEPLAC
TRIC CUD 3 Trichoderma sp. Cacau I1héus CEPLAC
7CC Trichoderma atroviride Solo Mucuge CEPLAC
TC25 Trichoderma longibrachiatum Tronco de cacau I1héus CEPLAC
TC26 Trichoderma koningiopsis Tronco de cacau Ilhéus CEPLAC
TC61 Trichoderma harzianum Cacau [lhéus CEPLAC
62 Trichoderma harzianum Cacau [lhéus CEPLAC
64 Trichoderma piluliferum Cacau Ihéus CEPLAC
T68 Gliocladium virens Pupunha Eundpolis CEPLAC
T70 Trichoderma harzianum Maracuja Eundpolis CEPLAC
213 Trichoderma pseudokoningii Mamao Teixeira ALGE
281 Trichoderma harzianum Cacau [lhéus CEPLAC
291 Trichoderma asperellum Tronco/cacau I1héus CEPLAC
312 Trichoderma martiale. Tronco/cacau [lhéus CEPLAC
316 Trichoderma asperellum Tronco/cacau Ilhéus CEPLAC
421 Trichoderma harzianum Mamao Teixeira F.p*

611 Trichoderma harzianum Mamao Eunapolis FE*

854 Trichoderma pseudokoningii Casqueiro I1héus CEPLAC
889 Trichoderma harzianum Casqueiro [lhéus CEPLAC
905 Trichoderma viride Solo Uruguca Inaceres
906 Trichoderma piluliferum Madeira Uruguca CEPLAC
909 Trichoderma pseudokoningii Solo [héus CEPLAC
910 Trichoderma harzianum Solo [lhéus CEPLAC
911 Trichoderma harzianum Solo [lhéus CEPLAC
913 Trichoderma pseudokoningii Madeira [héus CEPLAC
2076 Trichoderma atroviride Cacau Uruguca CEPLAC
2927 Trichoderma harzianum Pupunha Arataca CEPLAC
2952 Trichoderma harzianum Casqueiro Porto Seguro CEPLAC
3188 Trichoderma longibrachiatum Cacau Jacareci CEPLAC
3196 Trichoderma harzianum Cacau [lhéus CEPLAC
3225 Trichoderma harzianum Pupunha Eundpolis CEPLAC
4090 Trichoderma harzianum - [lhéus CEPLAC
4005 Trichoderma piluliferum Substrato Inaceres Inaceres
4006 A Trichoderma harzianum Substrato Inaceres Inaceres
4006 B Trichoderma harzianum Substrato Inaceres Inaceres
4083 Trichoderma asperellum Tronco cacau Ihéus CEPLAC
4506 Trichoderma harzianum Raiz/pupunha Una CEPLAC
4508 Trichoderma harzianum Colmo/pupunha Una CEPLAC

F.P = Fazenda Primavera; F.E = Fazenda Eduardo
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Figura 1-Detalhes do método de pareamento entre isolados de P. palmivora e Trichoderma spp.: (A)
cultura de P. palmivora; (B) cultura de Trichoderma sp. (C-D) confronto entre P. palmivora e um BCA.
Detalhes das culturas confrontadas 24h (C), e 72 (D) apds a inoculagdo do BCA.

fragmentos com espessura de 1 mm? foram retirados
da drea de contato entre hifas, os quais foram entio
mantidos em frascos contendo solucao de gluteraldeido
a 2,5% em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2, por 4
horas. Apés este periodo, as amostras foram lavadas,
seis vezes consecutivas, durante 10 minutos em tampao
cacodilato. Efetuou-se a seguir, a pos-fixacdo em
tetréxido de 6smio (OsO4) al % em tampao cacodilato
0,1 M, por 4 horas, sendo as amostras novamente
lavadas, seis vezes consecutivas, durante 10 minutos,
com o mesmo tampdo. Procedeu-se entdo a
desidratagdo seqiiencial em uma série alcodlica 30%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, em intervalos de 10
minutos, e por trés vezes seguidas, em dlcool 100%, a
cada 20 minutos. As amostras foram a seguir
submetidas a desidratagao em solugdes contendo dlcool

e acetona, nas proporcdes 3:1, 1:1, e 1:3, em intervalos
de 10 minutos, e por duas vezes consecutivas, em
acetona (P.A.) por 15 minutos cada. As amostras foram
entdo submetidas ao processo de ponto critico, por
cerca de 40 minutos. Ao final, foi feita a metalizacao
através da deposicdo de uma fina camada de ouro de
20 nm de espessura, durante 80 segundos (Figura 2).

Resultados

Os cinco isolados de Phytophthora palmivora
avaliados cresceram de forma similar e tomaram quase
completamente as placas com CA aos cinco dias de
cultivo, enquanto que os dos BCAs apresentaram um
crescimento ligeiramente superior, tomando as placas
entre 48 e 72 horas, e muitos ja apresentando esporulacao.
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Figura 2 - (A-F) Obtengao e processamento de amostras para serem examinadas ao MEV, processo de metaliza¢ao: (A) antagonismo,
(B) corte na interse¢do; (C) amostras em Glutaraldeido; (D) estante com as amostras; (E) fixagao; (F) Ponto Critico (Battec- CPD 030
Critical Point Dryer). (G) Stubs com as amostras colocadas no metalizador; (H) final do processo de metaliza¢cdo com a deposi¢do de uma
fina camada de ouro, por 80 s utilizando-se o metalizador (Battec-SCD 050 Sputter Coater); e (I) amostras metalizadas.
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Todos os BCAs testados provocaram alguma inibicdo
no crescimento dos cinco isolados de P. palmivora,
embora nio tao perceptiveis, como no caso dos isolados
906 e 4508 em relagdo ao isolado 870. A maxima inibicao
no crescimento micelial de P. palmivora provocada
pelos BCAs foi de 48%, registrada no confronto do
1solado 401 com os BCAs 64, ALF247 e ES4; e aminima,
de 7%, no confronto do isolado 870 com o BCA 906.

Foi observada varia¢ao na atuagdo dos BCAs em
relacdo aos cinco isolados de P. palmivora testados.
Pela ANOVA, o valor de F para a varidvel isolados de
P. palmivora foi altamente significativo. Os isolados
401, 859 e 524 de P. palmivora, foram os que sofreram
maiores inibi¢des em relagdo a todos os BCAs avaliados.
Ao se analisar cada isolado de P. palmivora em relagao
aos BCAs, foi observada significdncia somente para os
1solados 401, 870 e 1086, com base no teste de Scott-
Knott (p<0,05), havendo a formacdo de grupos apenas
para tais isolados. Para o isolado 524, a varia¢do na
inibicao do seu crescimento quando confrontado com
os BCAs, foi de 20% (BCA 4090) a 33% (BCA 3188),
e para o isolado 859 de 18% (BCA TRICCUD3) a37%
(BCA4508) (dados ndo mostrados).

Para o isolado 401, onde a variagdo na reducao do
crescimento foi maior, de 28% (BCAs 905,213 e62) a
48% (BCAs 64, ALF247 e ES4), trés grupos foram
formados (Tabela 2), com destaque para os BCAs do
grupo A (64, ALF247, ES4 e 889), os quais causaram
redugdo entre 45 e 48% no crescimento do patdgeno.
Alguns isolados do grupo B alem de serem distinguidos
com base na redugao do crescimento, o foram também
através de observacdes visuais.

Para o isolado 870, a variacdo na inibicao do
crescimento foi entre 7% (BCA 906) e 28% (BCA
4090), com apenas dois grupos sendo formados. No
primeiro grupo, com 16 BCAS, a varia¢do na inibi¢ao
foi de 20 e 28%, e no segundo, ficaram os BCAs que
provocaram inibicdes inferiores a 20% no crescimento
do patégeno. Para o isolado 1086, a inibi¢@o variou entre
15 (291) e 35% (ES4) sendo formados quatro grupos.
Os dois primeiros, compostos de apenas um BCA cada,
com inibi¢do de 29 (3196) e 35% (ES4), respectivamente.

Observando os tipos de interagdo entre os isolados
de P. palmivora quando confrontados com os 40
candidatos a BCAs, tanto a olho nu quanto ao
microscépio, constatou-se que os trés tipos de interagao,
descritos por Moore-Landecker (1996), ocorreram no

Tabela 2. Porcentagem de reduc¢do do crescimento das colOnias
de trés isolados de Phytophthora palmivora (401, 870, 1086) por
acdo de 40 agentes de biocontrole potenciais

BCAs X Iso 401 BCAS X Iso 870 BCAs X 1086
64 48 a 4090 28a ES4 35a
ALF247 48 a 316 26a 3196 29b
ES4 48 a 4006A 25a 213 27c¢
889 45a 64 25a 4006A 27¢
909 44b 2952 24a 64 26¢
4083 43b TC61 24a TRICCUD3 26¢
4006 A 43b 4005 23a 913 26¢
281 43b 3225 23a T68 25¢
312 40b 421 23a 4005 25¢
7CC 39b 4006B 22a 611 24c¢
TC61 39b 4083 22a 2952 24 ¢
911 39c¢ 7CC 22a 421 24c¢
2952 37c ALF247 22a TC61 24c¢
854 37c 611 2la 4508 24 ¢
2076 37c 909 2la 4506 23c¢
3225 37c 312 2la 889 23¢
4506 36¢ SF04 2la 2927 23c¢
TRICCUD3 35c¢ 911 2la 854 23c¢
421 35c¢ 3196 20a 4006B 23c¢
2927 35c¢ 281 20a 3225 22¢
T70 34c 854 19a ALF247 22¢
TC25 34c 3188 19a 281 22¢
611 33c¢c TRICCUD3 19a 2076 22¢
4006B 33c¢c ES4 18b 62 22d
4005 33c¢c 913 18b 911 21d
T68 33c¢c 2076 18b T70 21d
TC26 32c¢c TC26 18b 906 21d
316 32c¢c 889 17b 905 21d
4090 32c¢c 291 16b SF04 21d
291 31c 62 16 b 3188 21d
SF04 31c 213 16b 909 20d
910 30c T70 15b 7CC 20d
913 30c 2927 14b 910 20d
3188 30c 910 14b TC25 18d
3196 30c T68 12b 316 18d
4508 30c TC25 12b 312 18d
906 29c¢ 905 11b TC26 17d
905 28¢c 4506 11b 4090 16d
213 28¢c 4508 9b 4083 16d
62 28¢c 906 7b 291 15d

Valores percentuais seguidos da mesma letra indicam individuos
pertencentes ao mesmo cluster de acordo com o teste de Scott-
Knott (P < 0,05).

experimento. Sem distinguir os isolados de P. palmivora,
os BCAs 312, 4083, 4006 A, 64, 3188, 4508 e 4090
apresentaram entrelacamento (Figura 3 B); T68, T70,
213,291,611,909,910 e 3188, substituicao (Figura 3 C);
€913, TC26 e TC61 foram os tinicos a causar impasse,
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Figura 3 - Classificagdo das interagdes entre P. palmivora e Trichoderma sp: (A) impasse; (B) entrelagcamento e (C) substitui¢@o.

com a formacdo de um nitido halo amarelo ao redor
das colonias de P. palmivora, caracterizando assim
antibiose (Figura 3 A). Os BCAs: Es4, TC25, 64, ALF
247, 421, 829, 905, 2927, 2952 e 4006B, além de
apresentarem interacdo do tipo substituicdo,
esporularam sobre as colonias do patégeno, 0 mesmo
ocorrendo com SF04, 281, e 316.

Dois BCAs, TC26 (T. longibrachiatum) e TC61
(T. harzianum), apresentaram todos os trés tipos de
interacdo, além de esporularem sobre as col6nias do
patégeno.

Em funcdo da impossibilidade de se examinar, ao
MEYV, um grande nimero de coldnias confrontadas,
foram selecionados cinco BCAs (2076, 4508, T70, T68,
e ALF247) e trés isolados de P. palmivora (870, 859
e 401). A escolha dos BCAs foi feita com base nos
tipos de interacdo apresentados, priorizando aqueles
que apresentaram esporulacio sobre as culturas do
patégeno. Ao MEV foi visualizado, na regido de
confronto, o enrolamento das hifas de Trichoderma
spp. no micélio de P. palmivora (Figura 4),
comprovando, assim, o parasitismo dos BCAs sobre
os isolados do patégeno.

Discussao

Visando selecionar agentes de biocontrole (BCAs)
in vitro que pudessem ser utilizados futuramente no
controle da podriddao-do-estipe da pupunheira, foram
realizados ensaios de pareamento procurando
confrontar cinco isolados de P. palmivora, com 40
candidatos a BCAs. Os cinco isolados de P. palmivora
avaliados apresentaram diferengas entre si quando
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confrontados com os BCAs. Alguns BCAs que
provocaram reducdo de 30 ou 40% no crescimento de
isolados de P. palmivora mostraram menor a¢ao sobre
uns do que sobre outros, indicando que existem
variagdes entre os isolados obtidos de pupunheira. Paim
(2005), também observou variacdes morfométricas e
moleculares (RAPD) entre os isolados de P.
palmivora de pupunheira, notadamente quando
comparados com aqueles obtidos de mamoeiro e
cacaueiro. Desta forma, haveria a necessidade da
realizagdo de mais investigagdes em relacdo a
variabilidade entre isolados desta espécie origindrios
da pupunheira.

Observou-se que a maior ac¢do inibitéria exercida
pelos BCAs sobre o crescimento dos isolados do
patégeno, foi de 48% (isolado 401 com os BCAs 64,
ALF247 e ES4), resultados estes inferiores aos
apresentados por diversos agentes de biocontrole ja
confrontados com isolados de P. palmivora
provenientes de outros hospedeiros.

Tavares (2009) testando 70 BCAs de diferentes
espécies de Trichoderma contra isolados do agente
causal da podriddo das raizes do mamoeiro in vitro,
observou reducdes de 46,3 a 74,5%, com pelo menos 21
isolados apresentando mais de 50% de inibi¢ao. Os
resultados de Tocafundo (2008), por outro lado, sdo mais
semelhantes aos obtidos neste trabalho. De um total de
18 isolados de Trichoderma avaliados, a autora observou
que 16 apresentaram inibicdo no crescimento de P.
palmivora de 29 e 54%. Dois isolados foram capazes
de inibir 50% ou mais do crescimento do patdgeno.

Com relagdo a atuacdo de Trichoderma em outras
espécies de Phytophthora, Corréa et al. (2002)
observaram bom desempenho dos BCAs, in vitro,
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Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostrando o parasitismo e interacdes de Trichoderma
sp.com Phytophthora palmivora. (A) esporangio de P. palmivora sendo parasitado pela hifa de Trichoderma sp.
(B, C e D) hifas de Trichoderma sp. enroladas nas hifas de P. palmivora.

também sobre P. nicotianae. Contra patégenos de
outros géneros, como Rhizoctonia solani, mais de
20 isolados de Trichoderma entre 68 testados, foram
capazes de inibir o crescimento do fungo de 70 e
100% (Pinto, 2002).

Espécies de Trichoderma sdo parasitas de uma
ampla gama de fitopatégenos, a despeito da maioria dos
empregados como agentes no biocontrole de doencgas
de plantas, apresentarem certo grau de especializacio.

Desta forma, o nivel de controle pode variar dentro e
entre espécies de Trichoderma a depender de sua
adaptacdo as condig¢des bidticas e abidticas (Louzada
et al, 2009).

No presente estudo, a grande maioria dos isolados
de Trichoderma era proveniente da regido sul da
Bahia, e varios deles se revelaram efetivos in vitro
contra diversos fitopatégenos importantes, tais como
P. palmivora do mamoeiro e da pupunheira e
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Moniliophthora perniciosa do cacaueiro (dados nao
publicados). O potencial dos isolados testados,
necessita ainda ser melhor avaliado em ensaios
conduzidos sob condi¢des controladas e de campo.

Os trés tipos de interagdo descritos por Moore-
Landecker (1996), foram aqui observados entre P.
palmivora x Trichoderma spp (Figura 3). No caso
do isolado de Gliocladium virens (T68) avaliado, foi
observada interagdo do tipo substituicdo, havendo
superposi¢do do micélio em todos os isolados de P.
palmivora testados, além da esporulagdo sobre as
colodnias do patégeno. Trés isolados de Trichoderma
T26 (T. koningiopsis), T61 (T. harzianum) e 913
(T pseudokoningii) causaram antibiose, embora,
tivessem crescido, posteriormente, sobre a coldnia
de P. palmivora, paralisando o seu desenvolvimento.
A antibiose ¢ um dos principais mecanismos de a¢ao
dos antagonistas do género Trichoderma (Bastos,
1991), sendo este mecanismo ainda mais importante,
quando estd aliado ao parasitismo. A associagdo de
mais de um mecanismo de agcdo em um BCA ¢
essencial, segundo Melo (1998).

A despeito de nao ter sido usada neste trabalho, a
metodologia mais adequada para avaliar a existéncia
de antibiose (Bharat et al.,1980), foi possivel observar
algumas mudangas de coloracao do meio de cultura
(Figura 4 A), além da formagao de halo, indicando a
producdo de substancias antibidticas por parte dos
antagonistas. Para Claydon et al. (1987), antibidticos
sdo produtos do metabolismo secundario que podem
ser até mais importantes do que a competi¢do, por
espago ou nutrientes, na inibi¢@o de outros organismos.

Bonfim (2007) comprovou a produgdo de metabdlitos
volateis por vdrias espécies de Trichoderma,
principalmente, pela espécie T. viride.

Todos os tipos de interacio observados mostraram,
em maior ou menor grau, a capacidade antagonica dos
BCAs na inibicdo do crescimento de P. palmivora.
Entretanto, a interagdo por substitui¢do, demonstrou ser
visualmente mais drdstica que o entrelacamento,
principalmente, quando acompanhada da esporulagio
sobre a coldnia do patégeno (Figura 4). Neste trabalho,
os seguintes BCAs apresentaram tal caracteristica: ALF
247,ES 4,421, 889, 2927,2952,4006 B, T 61, TC 25,
64, 905, 7CC e TC26. Tais isolados pertencem a
diferentes espécies de Trichoderma, o que mostra que
esta caracteristica € comum ao género.
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Ao serem observadas interagdes do tipo substituicido
ao Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV), se
constatou a presenca de hifas de Trichoderma
enovelando as de P. palmivora (Figura 4),
caracterizando assim o mecanismo de hiperparasitismo.

Inbar et al. (1996) e Avila et al. (2005), também
verificaram por meio do MEV e da microscopia de
luz, interacdes semelhantes entre hifas de 7.
harzianum e Sclerotinia sclerotiorum, in vitro.

Deve ser levado em consideracdo que os resultados
com antagonistas obtidos in vitro, nem sempre podem
ser confirmados em condi¢des de campo, uma vez que
esses organismos estio sujeitos a reagdes diferenciais
do hospedeiro e do ambiente (Harman, 1990), embora
Mariano (1993) e Ethur et al. (2001), tenham obtido
boas correlacdes entre resultados de estudos in vitro
com aqueles obtidos em campo para diversos
patégenos e culturas.

Deste modo, os isolados ES 4, 421, 889, 2927, 2952,
4006 B, T 61 (T. harzianum), TC 25 (T.
longibrachiatum), 64 (T. piluliferum), ALF 247 (T.
martiale), 905 (T. viride), TCC (T. atroviride), TC26
(T. koningiopsis) e 913 (T. pseudokoningii)
poderiam ser recomendados para serem testados in
vivo no controle da podridao-do-estipe da pupunheira,
uma vez que apresentaram os mecanismos de antibiose
e parasitismo, além da capacidade de esporularem
sobre as coldnias do patégeno.
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