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RESUMO: Antracnose é uma das principais doenças do morangueiro no Brasil, causada pelo fungo Colletotrichum spp. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma nativos, de regiões do estado de Mato Grosso do Sul, no controle do fungo Colletotrichum acutatum, causador da antracnose na cultura do morangueiro. Os dez isolados de Trichoderma utilizados são pertencentes à coleção do laboratório de Microbiologia da Universidade Católica Dom Bosco, e foram obtidos de amostras de solo de diferentes regiões do estado de Mato Grosso do Sul. O isolado de Colletotrichum acutatum foi obtido por meio de morangos que apresentavam sintomas de antracnose. Para a avaliação do potencial antagônico sobre o patógeno foi realizado o teste de pareamento e produção de metabólitos voláteis do patógeno com os isolados de Trichoderma. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os isolados PP 101 e S 404 apresentaram maior inibição da placa de Petri, com 100% e 87,67% respectivamente da área total no teste de pareamento. No teste de metabólitos voláteis o isolado de Trichoderma S 102 foi o que proporcionou maior inibição do crescimento do patógeno. Os resultados demonstram que esses isolados Trichoderma nativos podem apresentar potencial para futuras pesquisas de utilização desses isolados no controle biológico de C.acutatum, causador da doença antracnose, sendo necessários testes in vivo. 
PALAVRAS-CHAVE: Colletotrum acutatum; controle biológico; morango.
CONTROL OF THE FUNGUS THAT CAUSES ANTHRACNOSE IN STRAWBERRY BY NATIVE ISOLATES OF TRICHODERMA  SPP.
ABSTRACT: Anthracnose is one of the main strawberry diseases in Brazil, caused by the fungus Colletotrichum spp.  The objective of this work was to evaluate the potential of native Trichoderma isolates, from regions of the state of Mato Grosso do Sul state, in controlling the fungus Colletotrichum acutatum, which causes anthracnose in strawberry crops.  The ten Trichoderma isolates used belong to the collection of the Microbiology laboratory at Dom Bosco Catholic University, and were obtained from soil samples from different regions of the state of Mato Grosso do Sul state.  The Colletotrichum acutatum isolate was obtained from strawberries that showed symptoms of anthracnose.  To assess the antagonistic potential of the pathogen, a pairing test and the production of volatile metabolites of the pathogen with the Trichoderma isolates were performed.  Means were compared using the Scott-Knott test, at 5% probability.  Isolates PP 101 and S 404 showed greater inhibition in the Petri dish, with 100% and 87.67% respectively of the total area in the pairing test.  In the volatile metabolites test, the Trichoderma S 102 isolate provided the greatest inhibition of pathogen growth.  The results demonstrate that these native Trichoderma isolates may have potential for future research on the use of these isolates in the biological control of C.acutatum, which causes the disease anthracnose, requiring in vivo tests.
KEYWORDS: Colletotrum acutatum; biological control; strawberry
INTRODUÇÃO
A cultura do morangueiro no Brasil, tem uma importância econômica significativa em algumas regiões se constituindo um importante produto para consumo “in natura” e para a indústria de alimentos (PALOMBINI, 2020). O morango é uma cultura suscetível a vários patógenos Todavia, das principais doenças de pós-colheita do morango, destaca-se a antracnose (Colletotrichum spp.), é uma doença comum, sendo considerada doença de grande importância econômica (FISCHER, 2015). O fungo afeta flores e frutos, as folhas, estolões, coroas (REIS et al., 2012).
A utilização do Trichoderma spp. como agente de controle biológico para a proteção de plantas tem se mostrado bastante relevante no Brasil nos últimos anos, pelo fato da pressão da sociedade em busca de alimentos saudáveis e com menos resíduos nocivos ao ser humano, além da crescente preocupação com a preservação ambiental e consequente necessidade de diminuição no uso de fitossanitários convencionais (PEDRAZZOLI & HERRMANN, 2016). Atualmente o interesse econômico atual baseia-se em seu uso como agente de biocontrole na agricultura e como produtor de enzimas em diferentes indústrias, portanto nos últimos anos sua relevância em outros setores tenha aumentado, como promotor de crescimento de plantas (POVEDA, 2021). 
Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma nativos, de regiões do estado de Mato Grosso do Sul, no controle do fungo Colletotrichum acutatum, causador da antracnose na cultura do morangueiro. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Obtenção dos isolados de Trichoderma spp. 

Foram utilizados dez isolados de Trichoderma spp., pertencentes à coleção do laboratório de Microbiologia da Universidade Católica Dom Bosco, que foram obtidos de amostras de solo de diferentes regiões do estado de Mato Grosso do Sul (Tabela 1).
Tabela 1. Origem dos isolados nativos de Trichoderma.
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Obtenção do patógeno Colletotrichum acutatum 

O isolado de C. acutatum foi obtido por meio de morangos que apresentavam manchas marrom escuras no fruto, sintomas de antracnose. O isolamento do fungo foi feito conforme a metodologia de Alfenas (2016). Foi realizada com o auxílio de uma agulha estéril a transferência de esporos do fungo para placas contendo meio Batata-Ágar-Dextrose (BDA) e incubadas a 28°C com foto período de 12horas em BOD. Após obtido o isolamento o fungo foi sendo cultivado em placas de Petri com meio de cultura BDA até que se realizassem os ensaios. Os isolados foram escolhidos baseados nas diferenças morfológicas que apresentaram.
Teste de pareamento 

O antagonismo de dez isolados de Trichodermas nativos do estado de Mato Grosso do Sul foi avaliado contra o fungo fitopatógeno da cultura do morango Colletotrichum acutatum, pelo método de culturas pareadas, conforme descrito por Mello et al. (2007). Discos de ágar (5 mm de diâmetro) contendo micélio dos patógenos e dos antagonistas foram retirados de colônias com três dias de cultivo e depositados, em extremidades opostas a 1 cm da borda das placas de Petri contendo meio BDA solidificado. A inoculação dos fungos nas pacas de Petri para realização do confronto procedeu-se em duas etapas, com intervalo de tempos diferentes, baseada na velocidade de crescimento micelial de C. acutatum e dos isolados de Trichoderma. Primeiramente retirou-se das colônias após cinco dias de cultivo, discos de ágar contendo micélio do patógeno C. acutatum depositando a 1 cm de distância da borda de placas de Petri com meio BDA solidificado. Na segunda etapa, após três dias, foram colocados nas placas discos de ágar contendo micélio dos isolados de Trichoderma oposto ao patógeno, também a 1cm da borda. As placas foram expostas a temperatura de 28°C e fotoperíodo de
12 horas. Após dez dias de cultivo, foi avaliado o crescimento micelial dos fungos, conforme escala proposta por BELL et al. (1982), modificada (Tabela 2). 
Tabela 2. Escala de notas para o teste de pareamento.
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Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado com 5 repetições. Os isolados de Trichoderma foram considerados como antagônico ou eficiente quando sua nota for menor ou igual a 3, conforme LOUZADA et al. (2009). Os resultados obtidos nos tratamentos avaliados foram submetidos à análise de variância e comparados pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. 
Teste de avaliação do efeito de metabólitos voláteis 

O método utilizado foi de BHARAT et al. (1980), que consiste em posicionar fundos de placas de Petri umas sobre as outras, após ter vertido meio BDA solidificado em cada uma delas. Na extremidade inferior da placa, foi colocado o antagonista (Trichoderma) e na superior, o patógeno, ambos na forma de 1 disco de ágar (1 cm de diâmetro) contendo micélio. Lateralmente, os fundos foram vedados com parafilme e em seguida, as placas foram incubadas em temperatura de 28°C com fotoperíodo de 12 horas, utilizando o crescimento do controle como referência. Para testemunha foram sobrepostos dois fundos de placas de Petri contendo o patógeno apenas na parte inferior, sendo utilizada como referência. Cada tratamento foi composto por cinco repetições em delineamento inteiramente casualizado. Após o preenchimento total da placa de Petri pelo micélio do patógeno utilizado como controle, realizou a avaliação do efeito de metabólitos voláteis inibindo o crescimento do patógeno nas placas contendo o patógeno e Trichoderma. Para isso, fez-se a medição da colônia do patógeno utilizando um paquímetro. O diâmetro total da placa onde o teste foi realizado é de 9 cm. Quanto menor o diâmetro da colônia do patógeno maior a inibição realizada pelo Trichoderma. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com 5 repetições por tratamento mais o controle. 
Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e comparados pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Isolamento Colletotrichum acutatum 
Após o isolamento do fungo fitopatogênico, foi feito lâminas microscópicas para a partir das estruturas visualizadas, confirmar se o fungo isolado é mesmo o Colletotrichum acutatum. O fungo C. acutatum caracteriza-se por apresentarem conídios de formato cilíndricos, retos e fusiforme possuindo coloração rosada (Figura 1).
Figura 1. Fungo Colletotrichum acutatum crescido em meio de cultura e suas estruturas. (A). Estruturas fúngicas do C. acutatum observadas em microscópio. (B) Placa de Petri contendo o fungo C. acutatum crescido em meio de cultura BDA, após isolamento. 
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Teste de pareamento 

O teste de pareamento indicou um rápido crescimento dos isolados de Trichoderma em relação ao C. acutatum, mostrando-se altamente competitivo em meio de cultura BDA. Todos os isolados apresentaram uma nota inferior a 3, que conforme a escala de BELL et al., (1982) indica apresentar potencial antagônico contra o patógeno C. acutatum (Tabela 3). 

Contudo, houve entre os isolados nativos diferença de resposta ao antagonismo, apresentando notas diferenciadas (Tabela 3; Figura 2). Os isolados PP 101 e o S 404 foram o que mais inibiu o patógeno C. acutatum ocupando mais de 85% do total da placa de Petri, enquanto os demais isolados de Trichoderma B 101, AB 212, C 404, S 102, C 303, AB 107, COM, CPD 102, sua eficiência na inibição do crescimento do patógeno foi mais baixa em comparação aos demais isolados testados, com notas entre 1,78 a 2,84 com ocupação de 80,22% a 72,44% respectivamente (Tabela 3). 
Tabela 3. Escala de nota do potencial antagônico de isolados de Trichoderma spp. nativos do estado de Mato Grosso do Sul contra o fungo C. acutatum, segundo escala de Bell et al. (1982).
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Figura 2. Pareamento dos isolados C 303 (A), COM (B), PP 101 (C), AB 107 (D), C 401 (E), AB 212 (F), B 101 (G), CPD 102 (H), S 102 (I), S 404 (J), de Trichoderma sobre Colletotrichum acutatum ao 7º dia de avaliação.
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Avaliação do efeito de metabólitos voláteis 
Na avaliação do crescimento do C. acutatum exposto aos metabólitos voláteis produzidos pelos isolados de Trichoderma nativos testados, foi possível verificar que todos os isolados inibiram o crescimento micelial do patógeno (Tabela 4; Figura 3). Todos os isolados apresentaram mesmo potencial de inibição do crescimento de C. acutatum, com exceção do C303 que apresentou menor crescimento micelial. As porcentagens de inibição variaram de aproximadamente 78% a 55% (Tabela 4; Figura 3). Portanto, os que se diferenciaram foram os isolados S 102 e o C 303 com um percentual de inibição de 78,11% e 54,78% respectivamente. 
As diferenças encontradas entre os isolados de Trichoderma no teste de metabólitos voláteis depende dos mecanismos de ação, tais como a produção de metabólitos voláteis tóxicos, os quais podem variar entre isolados de mesma espécie ou gêneros (CARVALHO et al., 2014).
Tabela 4. Crescimento micelial de colônias (cm) de C.acutatum submetidas a efeito de metabólitos voláteis produzidos in vitro por isolados de Trichoderma nativos de Mato Grosso do Sul.
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Figura 3. Efeito de metabólitos voláteis de Trichoderma nativos de Mato Grosso do Sul contra C. acutatum, Isolado AB 212 (A), isolado AB 107(B), isolado C 303(C), isolado C 401(D), isolado PP 101 (E), placa controle (F), placa controle (G); isolado B 101(H), isolado COM (I), isolado CPD (J), isolado S 102 (K), isolado S 404 (L).
[image: image9.png]Tabela 4. Crescimento micelial de colénias (cm) de C. acutatum submetidas a efeito de metabélitos volateis
produzidos in vitro por isolados de Trichoderma nativos de Mato Grosso do Sul.

Isolado Crescimento C. acutatum Inibigao do crescimento de
C. acutatum (%)

s102 197a 7841
COoM 225ab 75
S404 2,72ab 70

AB 212 2.72ab 70

PP 101 3,09ab 66

CPD 102 3.17ab 64,78

AB 107 3,56ab 60,45
C 401 358ab 60,23
B101 3,71ab 58,78
€303 4,07b 54.78

CV (%) 30,93

Médias na coluna sequida de mesma lelra ndo diferem estalisicamente entre si pelo teste de Scoll-Knolt ao nivel de 5% de
probabilidade.
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CONCLUSÃO

De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que os dez isolados de Trichoderma nativos do estado de Mato Grosso do Sul possuem grande potencial de antagonismo contra Colletotrichum acutatum. Nos testes com cultivo pareado os isolados de Trichoderma PP 101 e S 404 apresentaram maior inibição contra o patógeno C. acutatum. Em relação ao teste de metabólitos voláteis observou-se que todos os isolados inibiram o crescimento micelial do patógeno, com exceção do isolado C303 que apresentou menor crescimento. Os resultados demonstram que os isolados nativos avaliados Trichoderma podem apresentar potencial para futuras pesquisas de utilização desses isolados no controle biológico de C. acutatum, causador da doença antracnose, sendo necessários testes in vivo. 
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Nota Caracteristica

Trichoderma ocupando 100% de toda superficie do meio.
Trichoderma ocupando 75% da superficie do meio.
Trichoderma ocupando 50% da superficie do meio.
Trichoderma ocupando 25% da superficie do meio.

Ausencia de crescimento de Trichoderma, patégeno ocupando toda
a superficie do meio.
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[image: image15.png]Tabela 1. Origem dos isolados nativos de Trichoderma.

Cidade Sigla
Amambai AB 107

AB 212

Bandeirantes B101
Camapua €303

C 404

Comercial coMm
Chapadso do Sul CPD
Ponta Pora PP 101
Sidrolandia s 102

S 404




[image: image16.png]Isolados Escala de notas
PP 101 1a
S404 129
B 101 1,780
AB 212 189
C 404 197b
s102 2,15b
€303 2,16b
AB 107 2,280
coM 261b
CPD 102 2.84b
CV (%) 31,97




