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INIBICAO DO CRESCIMENTO DE Sclerotinia
sclerotiorum POR Trichoderma SPP. IN VITRO

Delgado, G.V.!
Martins, 1.2

Menézes, J.E.2
Macedo, M.A.*
Mello, S.C.M.°

RESUMO

Fungos antago6nicos do género Trichoderma, vém sendo largamente estudados como
agentes de biocontrole de diversos fitopatégenos. O fungo Sclerotinia sclerotiorum é
causador de diversas doencas em diferentes culturas, como podriddo mole, mofo branco,
tombamento pré-emergente e pés-emergente de plantas. O presente trabalho teve como
objetivo verificar a capacidade de isolados de Trichoderma em inibir o crescimento de S.
sclerotiorum. Para o experimento foram utilizados 12 isolados de Trichoderma spp. e um
isolado de Sclerotinia sclerotiorum. A verificacdo do antagonismo dos isolados de
Trichoderma contra o patégeno S. sclerotiorum foi realizada utilizando-se a metodologia de
cultura pareada. O delineamento foi inteiramente ao acaso, com cinco repeticoes. A
avaliacao da inibicdo do crescimento do patdégeno foi realizada pela medicdo do didmetro
das colbnias, aos 15 dias apés o pareamento. Verificou-se, também, a germinacao dos
esclerédios formados no pareamento. Os isolados CEN 219, CEN 277 e CEN 281 causam
maior inibicdo do crescimento de S. sclerotiorum. Os isolados CEN 282, CEN 283, CEN

285 e CEN 286 inibem completamente a germinacao dos esclerédios.
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INTRODUCAO

Devido a seu amplo espectro de acao, propriedades fisico-quimicas e a
versatilidade na adaptacao aos mais diversos ambientes, fungos
antagodnicos do género Trichoderma (Pers.), vém sendo largamente
estudados como agentes de biocontrole de diversos fungos fitopatogénicos
(Silva, 2000).

O Trichoderma pode interagir com o patégeno de diversas maneiras, tais
como antibiose, competicao, parasitismo, hipoviruléncia, predacao ou
inducao de defesa do hospedeiro (Gauch, 1996). Algumas espécies do
género também possuem potencial para disponibilizar nutrientes na rizosfera
a ponto de reduzir a necessidade de adubacao nas culturas (Harman, 2000).
O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é causador de diversas
doencas em diferentes culturas, como podridao mole, mofo branco,
tombamento pré-emergente e pés-emergente de plantas. Estima-se que
cerca de 300 espécies vegetais sao suscetiveis a S. sclerotiorum, a
exemplo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e da soja (Glycine max), ambas de
grande importéncia econémica.

O fungo possui, ainda, ampla gama de hospedeiros, apresentando
estruturas de resisténcia para preservacao da espécie. Essas estruturas sao
os esclerédios, os quais podem persistir em varias camadas do solo.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a capacidade de isolados

de Trichoderma em inibir o crescimento de S. sclerotiorum.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de Trichoderma e S. sclerotiorum utilizados neste trabalho
pertencem a Colecao de Fungos para Controle Biolégico de Fitopatégenos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Para o experimento foram utilizados os isolados de 7Trichoderma
pseudokoningii (CEN 209), T. inhamantum (CEN 277), T. aureoviride (CEN
278), T. stromaticum (CEN 279), T. longibrachiatum (CEN 280),



Trichoderma sp. (CEN 281, CEN 282, CEN 283, CEN 284, CEN 285, CEN
286 e CEN 219) e Sclerotinia sclerotiorum (CEN 217).

A verificacao do antagonismo dos isolados de 7Trichoderma contra o
patégeno S. sclerotiorum foi realizada utilizando-se a metodologia de cultura
pareada descrita por Dennis & Webster (1971). Inicialmente, procedeu-se a
inoculacdo do meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA). Placas de Petri,
contendo 20 mL do meio, receberam dois discos de micélio/agar de 9 mm
de diametro cada, que foram colocados em extremos opostos da placa, e
distantes 1 cm da lateral da placa, sendo um do patégeno e outro do
agente candidato a biocontrole. Como testemunhas, utilizaram-se placas
inoculadas unicamente com o patégeno.

O delineamento foi inteiramente ao acaso, com cinco repeticdes, onde as
placas foram distribuidas em camara de incubacdo a 25°C, no escuro. Apés
7 dias de cultivo, uma das repeticées de cada isolado foi retirada da BOD
para a confeccao de laminas e observacao em microscopia 6tica. Para a
montagem da lamina foi recortada um quadrado nas proporcoes de 1 mm x
1 mm da zona de confronto, regiao limitrofe, e coradas com Cotton Blue.

A avaliacao da inibicao do crescimento do patégeno foi realizada pela
medicao do diametro das colbnias, aos 15 dias apds o pareamento, periodo
em que as placas da testemunha (inoculadas apenas com o patégeno)
apresentaram-se totalmente colonizadas. As avaliacdes foram realizadas
com base na determinacao do diametro das colénias.

Os valores médios da porcentagem de inibicao foram calculados em relacao
a testemunha, utilizando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade, através do programa “ESTAT"”. Fez-se a comparacao dos
isolados em relacao a capacidade antagonista, com base na escala de notas

de 1, 2, 3, 4 e b5 deBell et al. (1982) (Fig. 1).



Fig. 1. Notas atribuidas aos isolados de Trichoderma spp. quanto a inibicdo de
crescimento de Sclerotinia sclerotiorum em meio BDA: A. Trichoderma cresce sobre o
patégeno e ocupa toda a superficie do meio; B. Trichoderma cresce sobre pelo menos
2/3 da superficie do meio; C. Trichoderma e o patégeno ocupam aproximadamente
metade da superficie do meio; D. Testemunha.

Germinacdo de esclerédios

Com 15 dias de cultivo, os esclerdédios produzidos nas placas foram recolhidos e lavados
com &gua estéril e uma solucéo de hipoclorito & concentracdo de 1%. Os esclerédios foram
mergulhados por 30 segundos na solucdo e 30 segundos em agua estéril, repetindo-se o
processo por trés vezes. Depois de realizado esse procedimento, foram colocados em
novas placas com meio BDA, para verificar o poder germinativo apés o contato com o

Trichoderma. Trés placas foram separadas como testemunha, com esclerédios que



passaram pelo mesmo processo de lavagem, mas que nao tiveram contato com o agente

de controle. Foram colocados cinco esclerédios em cada placa de BDA e mantidos a

temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas, por 14 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar nas laminas, obtidas a partir das placas com 7 dias de inoculadas,
varias mudancas na morfologia do patégeno, como por exemplo, a maceracdo, o

enrolamento e o parasitismo das hifas (Fig. 2).

Fig. 2. Morfologia da Sclerotinia sclerotiorum parasitada por isolado de Trichoderma.

Maiores valores médios de inibicdo do crescimento de S. sclerotiorum foram obtidos com os
isolados CEN 219, CEN 277 e CEN 281, embora todos os isolados tenham sido classificados
como altamente antagbnicos (Fig. 3). Silveira et al. (1994) encontraram resultados semelhantes
com isolados de Trichoderma spp., evidenciando a capacidade variavel de inibir o crescimento
micelial e producao de esclerddios de S. rolfsii em feijao e caupi.



100
90 -
80 - ]
70 1+ n
60 1 a
50 - a
40 a
30 a
20 1+ a
10 4+ a

0 ; ; ; : : : :

Inibicao (%)

e\*ﬁg @0%0 @‘%%x @VL@ e@%% e*rﬁb& e*rﬂ% e@é@
C C C @) @) @)

o 1 >
™ N 7
& & ¢ [

Isolados de Trichoderma spp.

Fig. 3. Porcentagem de inibicao da Sclerotinia sclerotiorum pelos isolados
de Trichoderma spp.

Verificou-se, também, que os isolados CEN 278 e CEN 280, formaram uma
barreira de conidios para impedir o avanco do patdégeno (Fig. 4). Segundo
Bell et al. (1982) a capacidade de producao de antibiéticos pelos
antagonistas, podem interferir no desenvolvimento do fitopatégeno, bem

como a competicao destes por espaco e nutrientes.



Fig. 4. Inibicdo do crescimento do S. sclerotiorum pelo isolado de Trichoderma CEN

280.

O teste de germinacdo dos esclerddios apresentou resultados eficientes para alguns
isolados. A placa testemunha que passou pelo mesmo processo de lavagem teve a
germinacao de todos os esclerédios, enquanto as que estiveram em contato com o agente
de controle ndo germinaram (Fig. 5). Os isolados CEN 282, CEN 283, CEN 285 e CEN 286

conseguiram inibir completamente o patégeno.



Fig. 5. Teste de germinacéo de esclerédios 14 dias apés o pareamento: A) Testemunha, B)
Esclerédios sem germinar apds contato com o isolado CEN 282,

Estes isolados serdo utilizados em futuros estudos em casa de vegetagdo e campo, para
controle do mofo branco em feijoeiro e soja.
CONCLUSOES

Os isolados CEN 219, CEN 277 e CEN 281 causam maior inibicdo do crescimento de S.
sclerotiorum.

Ha formacéo de barreira de conidios pelos isolados CEN 278 e CEN 280 para impedir o
avanco do patdgeno.

Os isolados CEN 282, CEN 283, CEN 285 e CEN 286 inibem completamente a germinacgéo
dos esclerédios.
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