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Resumo

Os fungos Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii sao fitopatdégenos causadores de doengas agricolas
gue provocam grandes perdas na producdo e na qualidade dos produtos finais. Diversos microrganismos
vém sendo avaliados como agentes de biocontrole para essas doengas, dentre eles citam-se fungos do
género Trichoderma. Com o objetivo de avaliar a capacidade de inibicdo do crescimento micelial dos
patégenos por Trichoderma foi utilizada a técnica de pareamento de culturas. Vinte e dois isolados do
antagonista foram utilizados contra cada um dos patégenos. Os resultados demonstraram boa capacidade
inibitoria dos isolados de Trichoderma destacando-se os isolados CEN1289, CEN1275 e CEN1277. Estudos in
vivo serdo conduzidos visando ao aproveitamento dos potenciais agentes de biocontrole para gerar novos
bioprodutos para uso agricola. Isolados com esse potencial serdo incorporados a Colecdo de
Microorganismos para o Controle Bioldgico de Fitopatégenos e Plantas Daninhas da Embrapa.
Palavras-chave: pareamento de culturas; inibicdo do crescimento micelial de patégenos; controle biolégico.

Abstract

The phytopathogenic fungi S. sclerotiorum and S. rolfsii cause disease responsible for severe losses in yield
and quality of agricultural products. Many microorganisms have been evaluated as biocontrol agents for
these diseases. Among them we mention fungi of the genus Trichoderma. This work was conducted in
order to evaluate the ability of Trichoderma isolates for inhibiting the mycelial growth of the pathogens
using the dual culture. Twenty-two isolates of the antagonist fungus were used against each pathogen. The
results demonstrated the good performance of the isolates, highlighting CEN1289, CEN1275 and CEN1277.
Other tests, in vivo, will be conducted for harnessing the potential of these biocontrol agents to generate
new bioproducts for agricultural use. Isolates exhibiting this potential will be incorporated into the
Collection of Microorganisms for Biological Control of Weeds Phytopathogen and Embrapa.

Keywords: pairing cultures; inhibition of mycelial growth of pathogens; biological control.

Introdugdo

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (S.s), causador do mofo branco, € um dos patdgenos mais
agressivos (Bolton et al., 2006), capaz de infectar cerca de 408 espécies de plantas, envolvendo
278 géneros em 48 familias botéanicas (Boland e Hall, 1994), abrangendo desde culturas de alto
potencial econdmico a plantas daninhas. Esse patdgeno encontra-se disseminado mundialmente,
ndo s6 pelo amplo ciclo de hospedeiros, mas, principalmente, pela capacidade de se manter no
solo por periodos prolongados (até 11 anos), em forma de esclerdcios, que sdo estruturas de
resisténcia do fungo (Leite, 2005).

Sclerotium rolfsii (S.r), por sua vez, causa murchas, tombamento, podriddo de raizes e

escurecimento da regido do colo da planta (Macedo, 2007). E também capaz de infectar uma

extensa gama de hospedeiros, em cerca de 500 espécies botanicas, incluindo espécies horticolas,
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ornamentais, leguminosas, cereais forrageiras e daninhas (Akram et al., 2008). A doenga distribui-
se por todas as regides agricolas, com predominancia nas zonas tropical e subtropical, onde
predominam condi¢Ges de alta umidade e temperatura, com o seu desenvolvimento 6timo na
faixa de 27-30 2C (Aycock, 1966; Punja, 1985). Seus esclerécios, como no caso anterior, confere a
esse fungo grande capacidade de sobrevivéncia no ambiente.

Entre os antagonistas mais utilizados contra os patégenos do solo, de maneira geral, citam-se os
fungos do género Trichoderma, que vém sendo amplamente estudados como agentes de
biocontrole de doencas de plantas (Castillo et al., 2011). Estes ocorrem em quase todos os tipos de
solo, nos mais diversos ecossistemas, sendo principalmente saprofiticos. Podem estar presentes
na regido de influéncia das raizes e/ou no rizoplano, além de colonizar internamente os tecidos
vegetais. Dentre seus mecanismos de acdo inibidora sdo citados como mais importantes a
competicao, o parasitismo direto e a antibiose mediada pela produ¢ao de metabdlitos secundarios
com propriedades antibidticas e enzimas hidroliticas (Melo, 1998; Benitez et al., 2004). Esses
fungos também atuam, por mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos, como indutores de
resisténcia de plantas a doencas e como promotores de crescimento vegetal, além de contribuir
para melhor poder germinativo de sementes (Harman, 2011).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma de inibir o
crescimento micelial desses dois patdgenos, S. sclerotirum e S. rolfsii, com vistas a selecdo de
potenciais agentes de biocontrole.

Metodologia
Foram selecionados 22 isolados de cultivos monospéricos de Trichoderma provenientes de solo e
rizosfera de lavouras organicas e plantas nativas de Cerrado do Distrito Federal (Tabela 1).

Os isolados S. sclerotiorum e S. rolfsii testados pertencem a Cole¢dao de Microorganismos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

O antagonismo dos isolados de Trichoderma contra os fitopatdgenos foi avaliado em confronto
direto, utilizando o método de culturas pareadas, de acordo com DENNIS & WEBSTER (1971). A
multiplicacao inicial dos fungos ocorreu em placas de Petri com meio BDA a temperatura de 25 2C
e fotoperiodo de 12 horas em camara incubadora do tipo B.O.D. (marca Fanen, mod. 347) por um
periodo de 5 a 7 dias.

Discos de agar (5 mm de didmetro) contendo as estruturas fungicas retirados dessas culturas
foram transferidas para novas placas contendo o mesmo meio. Em cada placa foram depositados,
em lados diametralmente opostos, disco do antagonista e do patégeno. Em seguida, as culturas
foram incubadas nas mesmas condicdes descritas. Como controle, foram preparadas placas de
BDA contendo somente o patdgeno. Para cada isolado de Trichoderma foram realizadas trés
repeticGes, distribuidas inteiramente ao acaso na BOD. As avaliacbes foram realizadas entre o
guinto e sétimo dia de cultivo, de acordo com o crescimento do controle ocupando toda a placa.
Cada pareamento foi realizado duas vezes para ambos os patogenos.

Para calcular o percentual de inibicao do crescimento micelial (ICM), mediu-se com uma régua a
superficie do meio colonizada pelo patégeno, aplicando-se entdo a seguinte formula: ICM= [(9-
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X)+9x%(100)], em que 9 é a medida, em cm, do crescimento micelial da testemunha, que ocupou
toda a superficie do meio e x representa o crescimento micelial, em cm, do patégeno em cada
repeticao. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e aplicagdo do teste
de comparagdo de médias (Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade), utilizando o software
Assistat 7.7.

Resultados e Discussao

Nos pareados com S.s. os indices de inibicdo variaram entre 55,55 e 87,77%. Nestes, houve a
formacdo de dois grupos de inibicdo: grupo A, formado por sete isolados (CEN1292, CEN1289,
CEN1275, CEN1277, CEN1276, CEN1287 e CEN1285) e grupo B, no qual se enquadram os 15
demais isolados (CEN 1294, CEN1290, CEN1280, CEN1291, CEN1283, CEN1295, CEN1279,
CEN1282, CEN1296, CEN1281, CEN1286, CEN1284, CEN1293, CEN1288 e CEN1278). Também nos
pareados com S.r. houve a formacdo de dois grupos, com variacdo de 65,92 a 86,29 no ICM. No
grupo A, foram distribuidos sete isolados (CEN1289, CEN 1275, CEN1277, CEN1291, CEN1295,
CEN1282 e CEN1278) e 15 no grupo B (CEN1294, CEN1292, CEN1290, CEN1280, CEN1283,
CEN1279, CEN1276, CEN1287, CEN1296, CEN1281, CEN1286, CEN1284, CEN1293, CEN1288 e
CEN1285).

Todos os isolados de Trichoderma possuem acdo inibitéria do crescimento micelial (ICM) de
ambos antagonistas. Resultado semelhante foi obtido por Bonfim (2007), onde todos os isolados
de Trichoderma testados apresentaram rdpido crescimento micelial, diferindo estatisticamente da
testemunha ao inibir o desenvolvimento de Rhizopus stolonifer de maracujazeiro. Ja Carvalho Filho
et al. (2008), demonstraram o potencial dos isolados de Trichoderma, para controle de
Cylidrocladium.

Os isolados CEN1289, CEN1275 e CEN1277 foram os que apresentaram maiores valores de ICM
para ambos os patdgenos.

A capacidade de inibicdo dos isolados de Trichoderma possibilita a selecido de agentes de
biocontrole contra os patdgenos. A principio, esses isolados demonstram ter grande potencial in
vitro, entretanto, sdo necessarios testes em casa de vegetacdao e campo para confirmar esse
potencial de controle.

Conclusées

Todos os isolados de Trichoderma exercem acao inibitéria contra os antagonistas testados. Os
isolados CEN1289, CEN1275 e CEN1277 foram os que apresentaram melhor potencial para serem
utilizados como agentes de controle bioldgico dos patégenos S. sclerotiorum e S. rolfsii.
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Tabela 1. Descricdo dos isolados de Trichoderma, valores médios do percentual de inibigdo do
crescimento micelial (ICM) de Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii nos testes de cultivo
pareado e desvio padrdo (DP) de cada média.

DP das DP das
Isolado Substrato Planta ICMS. s médias de S. ICMS. r médias de S.
s r.
CEN1294 Rizosfera Maminha de Porca 60,00 b* -10.25 72,22 b -2,47
CEN1292 Rizosfera Cebolinha 87,77 a 17,52 75,18 b 0,49
CEN1289 Rizosfera Rubiacea 83,33 a 13,08 77,40 a 2,71
CEN1290 Rizosfera Rubiacea 64,44 b -5,81 74,81 b 0,12
CEN1275 Solo Mucuna 80,74 a 10,49 87,03 a 12,34
CEN1277 Solo Salsa 86,29 a 16,04 79,62 a 4,93
CEN1280 Rizosfera Berinjela 70,37 b 0,12 74,44 b -0,25
CEN1291 Rizosfera Rubiacea 70,74 b 0,49 78,88 a 4,19
CEN1283 Solo Margariddo 55,55 b -14,7 73,70 b -0,99
CEN1295 Rizosfera Maminha de Porca 62,59 b -7,66 86,29 a 11,6
CEN1279 Rizosfera Berinjela 62,96 b -7,29 68,14 b -6,55
CEN1276 Rizosfera Couve 80,74 a 10,49 72,22 b -2,47
CEN1287 Rizosfera Rubiacea 78,51 a 8,26 65,92 b -8,77
CEN1282 Rizosfera Espinafre 58,51 b -11,74 81,85 a 7,16
CEN1296 Solo Espinafre 67,77 b -2,48 71,85 b -2,84
CEN1281 Solo Milho 63,70 b -6,55 73,70 b -0,99
CEN1286 Solo Margaridado 70,37 b 0,12 72,22 b -2,47
CEN1284 Solo Margaridado 60,74 b -9,51 67,77 b -6,92
CEN 1293 Rizosfera Rubiacea 64,07 b -6,18 70,00 b -4,69
CEN1288 Solo Rubiacea 72,96 b 2,71 67,40 b -7,29
CEN1278 Rizosfera Berinjela 60,37 b -9,88 78,14 a 3,45
CEN1285 Rizosfera Margaridao 82,96 a 12,71 74,44 b -0,25
Média Geral 70,25 74.69
Coeficiente de 16, 79 9,02

variagao
*Médias seguidas pela mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott (P
<0,05).
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