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Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. a Sclerotinia sclerotiorum do feijdo comum
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RESUMO: O controle bioldgico tem sido pesquisado como uma alternativa para manejo do mofo branco na cultura do
feijdo comum. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antagdnica in vitro de Trichoderma spp. sobre
Scleratinia sclerotiorum. Treze isolados de Trichoderma spp. foram avaliados em laborat6rio por meio de testes de
cultura pareada e crescimento do patdgeno na presenca de metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos pelo
antagonista. Dentre os treze isolados de Trichoderma avaliados in vitro, o isolado CEN550 foi 0 que apresentou 0s
melhores resultados nos testes com cultura pareada, metabolitos volateis e metabolitos nao volateis contra S.
sclerotiorum, pois inibiu o crescimento do patdgeno em 92%, 30% e 94%, respectivamente. O isolado CEN550 devera
ser avaliado em condicGes de campo.
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In vitro antagonism of Trichoderma spp. to Sclerotinia sclerotiorum from common bean

ABSTRACT: The biological control has been researched as an alternative to managing white mold in common bean
crop. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro antagonistic ability of Trichoderma spp. on
Sclerotinia sclerotiorum. A total of thirteen isolates of the antagonist was evaluated in laboratory through paired culture
and the pathogen growth was evaluated in the presence of volatile metabolites and nonvolatile metabolites produced by
the antagonists. Among the thirteen isolates of Trichoderma evaluated in vitro, the isolate CEN550 showed the best
results in assays with paired culture, volatile metabolites and nonvolatile metabolites against S. sclerotiorum, since
inhibited the growth of the pathogen in 92%, 30% and 94%, respectively. The isolate CEN550 should be assessed under
field conditions.
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INTRODUCAO

A ocorréncia do mofo branco, causado pelo Assim, h& exigéncia de se conhecer suas

fungo Sclerotinia sclerotiorum, tem ocasionado
perdas na produtividade em grdos de feijoeiro, as
quais podem chegar a ser total na area plantada,
quando sob condicBes de umidade e temperatura
propicias e elevado potencial de indculo (SHARAN
& MEHTA, 2008). Neste contexto, 0 uso
sistematico de fungicidas, mesmo reconhecendo sua
eficicia, além de demandar grandes investimentos
financeiros, apresenta um elevado potencial tdxico
ao homem e ao meio ambiente (GUIMARAES etal.,
2014). Desta forma, a utilizagdo de microrganismos
com comprovada acdo antagbnica ao fungo S.
sclerotiorum, sdo consideradas acOes efetivas e
menos danosas ao meio ambiente (MISHRA et al.,
2011).

Programas que priorizem o controle biolégico
devem estar fundamentados na selecdo de
microrganismos potencialmente antagbnicos em
relacdo ao fitopatégeno alvo (MELLO et al., 2007).

caracteristicas in vitro e in vivo. Os testes in vitro
permitem que alguns mecanismos de acéo
importantes como antibiose e hiperparasitismo sejam
verificados (LIU et al., 2009; LOUZADA et al.,
2009).

Os fungos do género Trichoderma sdo
oportunistas, simbiontes de plantas, fortes
competidores da rizosfera e constituem fontes de
enzimas degradadoras de parede de outros fungos.
S&o ainda importantes produtores de antibidticos e
parasitas de fungos fitopatogénicos (KUMAR et al.,
2012). A diversidade de mecanismos utilizados por
esses fungos explica o interesse da ciéncia em
estuda-los. Dentre esses mecanismos, destacam-se a
producdo de metabdlitos e de enzimas com
propriedades antifingicas (VAN NGUYEN et al.,
2008). Portanto, este trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade antagbnica in vitro de
Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum.
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MATERIAL E METODOS
Coleta e Identificacdo do material botanico

Os isolados de Trichoderma utilizados nesse
trabalho, pertencem a cole¢cdo de microrganismos
para Controle Biolégico de Fitopatdgenos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia. Os isolados CEN437, CEN439, CEN440,
CEN441, CEN560 e CEN660 pertencem a espécie
T. harzianum. Os demais isolados sdo referidos
como Trichoderma sp. O isolado de S. sclerotiorum
(SS-36) foi obtido da Colecdo de Fitopatdgenos da
Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antbnio de Goiés.
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Fitopatologia da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia.

Os testes com cultura pareada, metabolitos
volateis e metabdlitos ndo volateis foram realizados
em conformidade com Carvalho et al. (2011). Para o
teste de cultura pareada, o patégeno foi repicado um
dia antes do antagonista, ambos depositados
opostamente em cada placa contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA). Em seguida, as placas foram
submetidas a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. As
avaliagbes consistiram nas medi¢Ges do didmetro
das colénias do patdégeno com régua milimétrica aos
13 dias apds repicagem dos antagonistas.

O teste com metabdlitos volateis consistiu na
unido de bases de placas contendo o0 antagonista
recém colocado e o patégeno (3 dias de
crescimento). As placas foram incubadas a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas, de forma que as bases
superiores fossem aquelas que continham o
patdgeno. Apds cinco dias, mediu-se o diametro das
colonias de S. sclerotiorum. Para o teste com
metabolitos ndo volateis, cinco discos (5 mm)
contendo micélio de Trichoderma foram transferidos
para frascos Erlenmeyer (500 ml), contendo 250 mL
de meio batata-dextrose (BD). Apds cinco dias de
cultivo em agitador orbital (Lab line Instruments,
Inc., modelo 60160) a 250 rpm e temperatura de
25°C, em auséncia de luz, as culturas foram filtradas,
com auxilio de bomba a vacuo. A parte liquida foi
esterilizada por filtracao (filtro Millipore 0,45um) e
cada isolado passou por trés filtragdes. Em seguida,
cinco mililitros do filtrado de cada isolado foi
acrescido a 15 ml de BDA fundente contendo agar a
28%, em placa de Petri. Apds solidificacdo do meio,
um disco de agar (5 mm), contendo micélio do
patégeno, foi depositado sobre o meio. Para a
testemunha, foi adicionado 5 ml de agua destilada
esterilizada ao BDA fundente. As placas foram
mantidas por sete dias a 25°C e fotoperiodo de 12
horas até obtencdo dos didmetros das colbnias do
patégeno.

Todos os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com

quatro repeticdes para cada isolado de Trichoderma.
Para obtencao dos valores médios de crescimento de
colbénias de S. sclerotiorum (%), considerou-se
100% de crescimento a area final ocupada pela
testemunha menos a area inicial (patdgeno com trés
dias de crescimento no teste com metabodlitos
voléteis).

Os dados dos experimentos foram submetidos a
analise de wvariancia, ao teste de Scott-Knott
(P<0,05) com auxilio do programa estatistico
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011), considerando 0s
valores relativos a Testemunha, obtidos de colbnias
com cinco e sete dias de crescimento do patégeno
nos testes com metabdlitos volateis e metabdlitos
nado volateis, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado de Trichoderma CEN550 apresentou
os melhores resultados em relagdio a agdo
antagonista ao patogeno S. sclerotiorum, limitando
seu crescimento a 8,2% nas placas de Petri no teste
de cultura pareada, o que diferiu estatisticamente de
todos os tratamentos (Tabela 1). Quanto ao teste
com os metabolitos volateis, dos treze isolados
avaliados, doze apresentaram acdo semelhante,
limitando o crescimento do patégeno em uma faixa
que foi de 60,5% até 73,2%, sendo os valores de
didmetro médio com estes isolados estatisticamente
inferiores aos obtidos com a testemunha. Em relagédo
a acdo de metabdlitos ndo volateis, o isolado
CENS550, novamente apresentou o melhor resultado,
pois permitiu o crescimento do patdgeno em apenas
6,2% da superficie do meio BDA na placa de Petri,
diferindo estatisticamente dos demais, cujo indice de
crescimento variou de 37 a 100%.

Os resultados apresentados na Tabela 1
comprovam o potencial antagbnico e inibitdrio do
fungo Trichoderma contra S. sclerotiorum. Quando
em cultura pareada, os principais mecanismos que
permitem a promogdo competitiva de Trichoderma
em relacdo a outros fungos sdo o hiperparasitismo e
competicdo por espago (FRAVEL, 2005), sendo esta
altima a mais visivel para CEN550. Em relagdo a
producdo de metabolitos secundarios volateis, os
isolados apresentaram nivel de acéo estatisticamente
similar. A atividade antagonista sobre o patégeno se
restringiu a 40%. Esses resultados estdo em
conformidade com Carvalho et al. (2011), em que a
atividade de metabdlitos volateis de T. harzianum
sobre Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli se
restringiu a 50%. Em resultado um pouco melhor,
Lopes et al. (2012) relataram 60% de inibicdo do
crescimento micelial de S. sclerotiorum pela agéo de
metabolitos volateis de T. harzianum (isolado ALL-
42).
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Tabela 1. Crescimento de Sclerotinia sclerotiorum em cultivo pareado e efeito inibidor de metabdlitos volateis e metabélitos nao

volateis de Trichoderma spp.

Isolados de Crescimento de coldnias de Sclerotinia sclerotium (%) sob efeito de Trichordema spp.®
Trichoderma spp. Cultura pareada® Metabdlitos volateis® Metabélitos nao volateis ©
CEN 550 8,2a 69,7 a 6,2a

CEN 597 247 b 68,2 a 100,0d

CEN 654 330c 64,2 a 100,0d

CEN 660 33,0c 73,2 a 97,2d

CEN 436 330c 61,2 a 96,5d

CEN 439 330c 60,5 a 87,0c

CEN 608 50,0 d 66,7 a 100,0d

CEN 647 50,0 d 63,2 a 100,0d

CEN 440 50,0d 63,2 a 100,0d

CEN 437 50,0d 86,7b 98,0d

CEN 441 50,0 d 76,0 a 100,0d

CEN 595 50,0 d 69,7 a 370b

CEN 560 50,0d 70,7 a 100,0d

Testemunha 100,0 e 100,0 ¢ 100,0d

Coeficiente de variacao (%) 9,18 10,00 5,64

Uy/alores seguidos pela mesma letra em cada coluna néo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05);

@percentual de colonizagio;
®\/alores relativos a Testemunha.

A acdo antagonista por metabdlitos ndo volateis
foi relativamente inferior & apresentada pela acdo
produzida pelos metabdlitos volateis. Entretanto, no
teste com os metabolitos ndo volateis, o isolado
CENS550 limitou o crescimento do patégeno em
apenas 6,2%. Tal resultado pode ser considerado
raro, pois uma inibicdo do crescimento micelial em
testes in vitro com metabolitos ndo volateis da
ordem de 94%, ndo tem sido obtida por alguns
autores (CARVALHO et al., 2011; LOPES et al.,
2012; CARVALHO et al., 2014). A combinacédo
entre a producdo de metabdlitos (seja volateis ou ndo
volateis) e o parasitismo apresentado por algumas
linhagens de Trichoderma vem recebendo grande
atencdo, uma vez que se comprova a versatilidade da
acdo inibitéria em relagdo a fitopatdgenos
(EZZIYYANI et al., 2007). Enzimas produzidas por
Trichoderma degradam as paredes celulares de
outros fungos e a esse efeito se soma a agdo tdxica
de substancias antifungicas produzidas pelo
antagonista, reduzindo ou mesmo paralisando (efeito
fungistatico) o crescimento e a esporulagdo do
patégeno. Esse efeito pode também se expressar pela
reducdo da germinacdo de esporos e distorgdes nas
hifas e endolise das mesmas, minimizando a
expressao do fitopatogeno (BOMFIM et al., 2010).
Aparentemente, o efeito dos metabdlitos ndo volateis
sobre S. sclerotiorum possui carater mais fungicida
do que fungistatico, enquanto que para o caso de
metabdlitos volateis, sugere-se 0 inverso. Tais
caracteristicas conferem vantagens para
sobrevivéncia dos fungos do género Trichoderma,
ampliando a diversidade de estratégias competitivas
no ambiente (RESENDE et al., 2004).

Uma potencial aplicabilidade dos metabdlitos ndo
volateis seria no controle de patégenos habitantes do

solo, pois tais metabdlitos possuem capacidade para
difusdo no solo, quando soliveis em agua (LOBO
JUNIOR & ABREU, 2000), o que credita o isolado
CEN550 para controle de S. sclerotiorum também
no solo. Adicionalmente, o fungo Trichoderma é
recomendado para o biocontrole de fitopatégenos
radiculares, em muitos casos resistentes a fungicidas
(COLLA et al., 2008). Para finalizar € importante
ressaltar que a capacidade de producdo de
metabdlitos téxicos com efeito fungicida ou
fungistatico deve ser considerada de maneira
associada, de modo a se obter melhor efetividade
para controle em condig¢des de campo (KAEWCHAI
et al., 2009).

CONCLUSOES

Dos 13 isolados de Trichoderma spp. utilizados
para a realizagdo dos ensaios comparativos, 0
isolado CEN550 foi o que apresentou melhor
desempenho, sendo indicado para realizacdo de
testes no campo.
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