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RESUMO

Bastos, C. N. Método para preservacao da viabilidade e atividade antagdnica de Trichoderma stromaticum, agente de biocontrole da vassoura-
de-bruxa do cacaueiro. Summa Phytopathologica, v.34, n.3, p.265-266, 2008

Avaliou-se a viabilidade da massa espordégena de Trichoderma
stromaticum, através do crescimento micelial em meio de cultivo e a
atividade antagOnica (parasitaria) em vassouras secas de cacaueiro,
ap6s a preservagdo de quatro isolados (Ts1606, Ts3107, Ts0108,
Ts2705) do antagonista por quatro anos em fragmentos de vassoura
secas, acondicionados em tubos de ensaio e mantidos em refrigerador

com temperatura aproximada de 5 °C. Todos os isolados preservados
apresentaram-se viaveis, com crescimento e esporulacdo normais e
continuavam antagonicos a Crinipellis perniciosa. Os resultados
obtidos indicam a eficiéncia do método, que é capaz de manter os
isolados de T. stromaticum vidveis por longos periodos de tempo,
preservando caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e antagdnicas.

Palavras chave adicionais: antagonista, controle bioldgico, cacaueiro, Tricovab.

ABSTRACT
Bastos, C. N. Method for preservation of viability and antagonic activity of Trichoderma stromaticum, biocontrol agent of witches’broom

disease of cocoa. Summa Phytopathologica, v.34, n.3, p.265-266, 2008

After four years of preservation by using dried cocoa brooms in
fridge at 5 °C, the viability of four isolates (Ts1606, Ts3107, Ts0108,
Ts2705) of Trichoderma stromaticum was evaluated based on
germination of conidia, mycelium growth in a culture medium and
antagonistic activity on dry cocoa brooms. All the isolates preserved

maintained viability, showing normal growth, sporulation and
antagonistic activity against Crinipellis perniciosa.. These results
indicate the efficience of the method for the long term preservation
of T. stromaticum, maintaining their morphological, physiological,
and antagonistic characteristics.

Additional keywords: antagonist, biological control, cocoa tree, Tricovab.

As repicagens de rotina dos fungos fitopatogénicos e daqueles
utilizados no controle biolégico de pragas e doengas das plantas
provocam mudangas na viruléncia, nas caracteristicas das culturas e
decréscimo da esporulagao. Para impedir ou diminuir essas mudancgas
adversas e minimizar contaminagdes, as culturas originais podem ser
preservadas por técnicas que reduzem ou paralisam o desenvolvimento
do organismo (9).

Varios métodos de preservacédo tém sido descritos visando manter
culturas com suas caracteristicas originais por longos periodos e livre
de contaminagdes (6, 9). Capacidade de esporulagdo e patogenicidade
sdo as caracteristicas mais importantes para os micologos e
fitopatologistas (1). Os métodos mais utilizados nos laboratérios de
micologia e fitopatologia sdo as repicagens periédicas, agua destilada
(Castellani) e liofilizagdo. A preservacgdo de fitopatdgenos em tecidos
secos do hospedeiro é uma técnica interessante na qual o organismo
pode ser mantido integro durante um ano ou mais (7).

Trichoderma stromaticum Samuels & Pardo-Schultheiss (8) é um
micoparasita do fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, causador
da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Atualmente o fungo é produzido
em alta escala pela Unidade de Biocontrole do CEPEC na CEPLAC,

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 3, p. 265-266, 2008

em Itabuna, BA, na formulagédo do produto comercial conhecido como
Tricovab (5). A aplicagdo do produto é recomendada pela CEPLAC
como parte do manejo integrado da vassoura-de-bruxa. No entanto,
ensaios realizados anteriormente com vassouras colonizadas por T.
stromaticum, mantidas em freezer (-20 °C) e em temperatura ambiente
de laboratério (2612 °C) revelaram que o fungo perde a viabilidade
apos poucos meses de preservacao (resultados ndo publicados).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o método de preservacéo
do antagonista T. stromaticum em vassoura seca de cacaueiro, levando-
se em conta a manutencéo da viabilidade e capacidade parasitaria ou
antagonica das culturas.

Foram selecionados quatro isolados de T. stromaticum (Ts1606,
Ts3107, Ts2705 e Ts0108), obtidos a partir de vassouras secas de
cacaueiros, naturalmente colonizadas pelos isolados do antagonista.
Pedacos de vassouras (10 a 15 cm de comprimento) colonizadas com
propagulos do antagonista foram acondicionados em tubos de ensaios
com tampas rosqueadas, sendo, posteriormente, os tubos mantidos
no refrigerador com temperatura aproximada de 5°C, por um periodo
de quatro anos. Quando do inicio da preservagéo, os isolados fungicos
mostravam-se viaveis e esporulantes in vitro. Apos esse periodo de
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preservacdo, os tubos de ensaio foram abertos, os tecidos colonizados
retirados e sob microscépio estereoscdpico com auxilio de um estilete
esterilizado realizou-se a transferéncia direta de massas espordgenas
do antagonista para tubos de ensaio contendo meio de batata-dextrose-
agar (BDA), que foram, posteriormente, incubados a 25+2 °C, na
auséncia de luz. Apos o desenvolvimento das coldnias, cada isolado
foi repicado para placas de Petri contendo meio de batata-caldo-de-
cana-agar (BCCA), as quais foram mantidas a temperatura ambiente
do laboratério.

Para o teste de antagonismo em vassouras secas, os isolados foram
cultivados em meio de batata-caldo-de-cana (BCC) como descrito por
Bastos (3). Os testes foram realizados em vassouras secas de cacaueiros
penduradas no interior de gabinetes (cdmara indutora de basidiomas) a
26+2 °C, sob fotoperiodo de 12h. As vassouras, em nimero de 25
para cada isolado, foram pulverizadas com suspensfes de esporos
(1,6 x 107 esporos/ml) dos isolados até o ponto de escorrimento. Para
induzir a colonizagdo das vassouras pelos isolados do antagonista e,
também, induzir a produgdo de basidiomas de C. perniciosa, as
vassouras foram aspergidas com agua diariamente por um periodo de
8h.

Todos os isolados de T. stromaticum preservados apresentaram
desenvolvimento micelial quando retirados das vassouras e repicados
para os tubos com BDA. Quanto ao crescimento micelial em meio de
BCCA em placas de Petri, todos os isolados, mesmo ap6s o longo
periodo de preservagdo apresentaram excelente crescimento e
esporulagdo, ap6s oito dias de incubagdo. No tocante a esporulagédo
em meio liquido de BCC para producéo de inéculo, observou-se
que os isolados ndo apresentaram mudancas em relagdo aos
resultados obtidos antes da preservacdo. Aparecido et al., (1)
mencionaram que um método de preservacdo deve manter as
caracteristicas originais dos patégenos como a capacidade de
esporulacgdo e patogenicidade. Além disso, 0 método deve ter baixo
custo e requerer pouco espago, requisitos preenchidos pelo método
avaliado neste trabalho.

Para o fator antagonismo, observou-se que oito dias apds a aplicagdo
todos os isolados colonizaram as vassouras, formando na superficie
das mesmas massas esporogenas brancas semelhantes aquelas
observadas nas culturas de origem, mantidas por repicagens periédicas
(2). Foi verificado que nas vassouras parasitadas ndo ocorreu formagdo
de basidiomas de C. perniciosa, enquanto que, nas vassouras nao
tratadas (testemunha) a esporulagdo do patégeno foi normal
(basidiomas ndo contabilizados). Esses resultados corroboram com
aqueles obtidos por Bastos (2), quanto a acdo de T. stromaticum na
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paralisagdo e supressdo na produgdo de basidiomas. Isto é atribuido a
mecanismos de competi¢do por nutrientes, parasitismo e espago na
superficie das vassouras parasitadas (2, 3, 4).

Os resultados indicam a capacidade de sobrevivéncia de T.
stromaticum apés preservagao em vassouras secas de cacaueiros a 5
°C, uma vez que os isolados mostraram-se viaveis apds quatro anos
de preservacdo, exibindo caracteristicas de crescimento micelial,
esporulagdo e atividade antagbnica normais.
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