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Antagonismo de linhagens de Trichoderma spp. aos
fitopatogenos Sclerotium cepivorum Berk, Sclerotium
rolfsii Sacc e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Jodo Batista Tavares da Silva'
Maria Cleria Valadares-Inglis?
José Eustaquio de Menezes?®
Irene Martins*

Sueli Correa Marques de Mello®

Resumo — O controle bioldgico tem sido pesquisado como uma alternativa
para manejo de doengas em varias culturas. Neste trabalho, onze linhagens
de Trichoderma spp. foram avaliadas quanto ao potencial antagénico
aos fitopatdogenos Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii e Sclerotinia
sclerotiorum. Os ensaios foram realizados em laboratério por meio de testes
de cultura pareada. Os melhores resultados foram obtidos com isolados
das espécies Trichoderma asperelloides (CEN 1418) para S. cepivorum,
Trichoderma koningiopsis (CEN 1406) para S. rolfsii e Trichoderma sp.
(CEN 1389 - nova espécie) para S. sclerotiorum, com 90%, 85% e 100% de
inibicéo, respectivamente. Nem todas as espécies apresentaram o mesmo
grau de inibigdo, sugerindo que os diferentes mecanismos de agao devem
estar agindo independentemente.
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Antagonism of Trichoderma spp. strains to phytopathogens Sclerotium
cepivorum Berk, Sclerotium rolfsii Sacc and Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary

Abstract — Biological control has been researched as an alternative method
for the management of diseases of agricultural crops. In this work, eleven
Trichoderma spp. strains were evaluated for the antagonismto phytopathogens:
Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii and Sclerotinia sclerotiorum. Assays
were performed in the laboratory by means of dual culture tests. The best
results were obtained with strains of the species Trichoderma asperelloides
(CEN 1418), Trichoderma koningiopsis (CEN 1406) and Trichoderma sp.
(CEN 1389 — new specie), against S. cepivorum, S. rolfsiiand S. sclerotiorum,
respectively, with 90%, 85% and 100% of inhibition. Not all species had the
same degree of biocontrol suggesting that the different control mechanisms
should be acting independently.

Key words: Antagonist Fungus, Biocontrol Agent, Plant Pathogens
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Introducao

Os fungos Sclerotium cepivorum Berk, Sclerotium rolfsii Sacc e Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary sdo patégenos de solo causadores de doengas
em diferentes culturas e regides do Brasil e do mundo. As doencgas séo de
dificil controle devido, principalmente, a sobrevivéncia desses fungos no solo,
em forma de esclerdcios, que sao estruturas de resisténcias. S. cepivorum
€ o0 agente causal da podriddo-branca, apresentando-se como o principal
patdégeno radicular das espécies de Allium spp. (Marcuzo e Xavier, 2017),
responsavel por perdas de até 100 % em lavouras mais atacadas, no Brasil
(Pinto et al., 2010). Ja S. rolfsii e S. sclerotiorum possuem uma vasta gama
de hospedeiros, incluindo espécies horticolas, ornamentais, leguminosas,
cereais, forrageiras e plantas daninhas, em mais de 400 espécies botanicas
(Bolton et al., 2006; Bosah et al., 2010; Lehner et al., 2017). Ambos possuem
taxas de crescimento prolifico e capacidade de produzir grande nimero de
esclerdcios, 0s quais permanecem viaveis no solo por varios anos (Punja,
1985; Brustolin et al., 2016). Entre os métodos que vém sendo utilizados
para controle das referidas doengas, incluem-se controle quimico, praticas
culturais, uso de variedades resistentes, extratos de plantas, compostos
volateis e controle biolégico (Benitez et al., 2004; Harman, 2006). Varios
microrganismos habitam solos rizésféricos e/ou colonizam raizes de plantas,
beneficiando-as nos aspectos nutricional e sanitario (Doley et al., 2017),
quer solubilizando e disponibilizando nutrientes minerais, ou impedindo, por
diversos mecanismos de agéao, o estabelecimento e infec¢cao da planta pelos
patdgenos (Benitez et al., 2004). Nesse sentido, fungos antagonistas estao
entre os microrganismos benéficos que tém mostrado sucesso no controle
de doengas de plantas (Butt et al., 2001). Desde os trabalhos pioneiros de
Weindling (1932, 1934), ao relatar o parasitismo exercido por Trichoderma
spp. contra fungos de solo e introduzir a técnica de confrontagdo direta
de culturas (pareamento de culturas), espécies do género Trichoderma
vém ganhando importancia como agentes de biocontrole de doengas e
como promotores de crescimento de plantas (Benitez et al., 2004; Kumari
et al.,, 2016). A atividade de biocontrole pode resultar de competicdo por
espaco e nutrientes, da produgcado de metabdlitos secundarios ativos contra
microrganismos fitopatogénicos, da inativagdo de enzimas envolvidas na
patogénese, ou ainda, do ataque direto (micoparasitismo) as estruturas do
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patdégeno (Rajendiran, 2010). Pareamento de culturas € um método eficaz
e rapido para identificar linhagens antagonistas, portanto, importantes no
processo de selecdo de microrganismos com potencial de biocontrole. Neste
trabalho, foram avaliadas onze linhagens de Trichoderma pertencentes a
diferentes espécies, quanto ao potencial de inibicdo do crescimento micelial
dos patogenos S. cepivorum, S. rolfsii e S. sclerotiorum, buscando identificar

antagonistas promissores.
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Material e Métodos

Microrganismos utilizados

O potencial antagbnico das espécies Trichoderma asperelloides (CEN
1397 e CEN 1418), Trichoderma hamatum (CEN 1394), Trichoderma
koningiopsis (CEN 1406 e CEN 1386)), Trichoderma lentiforme (CEN
1416), Trichoderma longibrachiatum (CEN 1399 e CEN 1401) e das novas
espécies de Trichoderma sp. (CEN 1387, CEN 1389 e CEN 1403) contra os
fitopatdégenos S. cepivorum, S. rolfsii e S. sclerotiorum (Figura 1) foi avaliado
em confronto direto, utilizando o método de pareamento de culturas.

Foto: Claudio Bezzera

Figura. 1. Micélio e formagéo de esclerécios em meio BDA dos fungos
fitopatogénicos: a) Sclerotium cepivorum, b) Sclerotium rolfsii e c) Sclerotinia
sclerotiorum.

Utilizaram-se as onze linhagens obtidas de amostras de solos cultivados
com alho e cebola, provenientes das regides Sul e Sudeste do pais (Tabela 1).
Culturas monospdricas dessas linhagens de Trichoderma spp., e também dos
patdgenos, estdo armazenadas na Colecao de Agentes de Controle Bioldgico
de Fitopatdgenos e Plantas Daninhas, da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.
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Tabela 1. Numero de registro e local de coleta de linhagens de
Trichoderma spp. armazenadas na Colecéo de Agentes de Controle Biolégico
de Fitopatégenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

N° de registro Local de Coleta Espécies do género
Embrapa Trichoderma
CEN1386 Curitibanos/SC T. koningiopsis
CEN1387 Curitibanos/SC Trichoderma sp.
CEN1389 Curitibanos/SC Trichoderma sp.
CEN1394 Rio Paranaiba/MG T. hamatum
CEN1397 Rio Paranaiba/MG T. asperelloides
CEN1399 Sao Marcos/RS T. longibrachiatum
CEN1401 Sao Marcos/RS T. longibrachiatum
CEN1403 Sao Marcos/RS Trichoderma sp.
CEN1406 Sao Marcos/RS T. koningiopsis
CEN1416 Sao José do Rio T. lentiforme
Pardo/SP
CEN1418 Sao José do Rio T. asperelloides
Pardo/SP

Pareamento de culturas

Para os ensaios, as culturas foram reativadas em meio BDA (batata 200g
+ dextrose 20g + agar 19g + 0,25¢g cloranfenicol + 1000 mL de agua desti-
lada), em placas de Petri. Discos de 5,0 mm de didametro foram retirados
das bordas de culturas puras dos fitopatdgenos e dos antagonistas, aos cin-
co dias de cultivo, e depositados a 0,5 cm das bordas de placas contendo
0 mesmo meio, em posi¢des diametralmente opostas. Foram preparadas
trés placas para cada isolado e distribuidas ao acaso em incubadora B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de
12 horas. No caso de S. cepivorum, as incubagdes foram realizadas a 20°C.
Como testemunha, foram preparadas placas contendo somente os patége-
nos (Fig. 1). As avaliagdes consistiram nas medi¢cdes do didmetro das col6-
nias do patdgeno aos sete dias de cultivo para S. sclerotiorum, oito dias para
S. rolfsii e 10 dias para S. cepivorum, com o auxilio de um paquimetro digital.
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Os valores utilizados para calculo dos percentuais de inibicdo foram realiza-
dos através da férmula | = (C-T)/C x 100 onde, | = inibigao (%), C = didmetro
das colbdnias na placa controle e T = diametro das colbnias na placa tratada

Analise dos Dados

Os dados obtidos foram submetidos a anadlise de variancia, seguida de
aplicagao do teste Scott-Knott (P<0,05) de comparacao de médias, utilizando
o programa estatistico SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011).
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Resultados e Discussao

Ensaios in vitro

As onze linhagens de Trichoderma exibiram potencial antagénico contra
os trés fitopatdogenos testados, apresentando diferentes percentuais de
inibicao (Tabela 2), dependendo da linhagem e da espécie do patégeno. Os
melhores resultados foram obtidos com linhagens de Trichoderma sp. (CEN
1389 — nova espécie), T. asperelloides (CEN 1418) e T. koningiopsis (CEN
1406) contra S. sclerotiorum; T. asperelloides (CEN 1418 e CEN 1397) e T.
lentiforme (CEN 1416) contra S. cepivorum e T. koningiopsis (CEN 1406), T.
lentiforme (CEN 1416) e Trichoderma sp. (CEN 1389 — nova espécie) contra
S. rolfsii, com porcentagens de inibicdo de 100%, 96% e 94%; 90%, 89% e
87%; e 86%, 77% e 76%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual médio de inibicdo de crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii e, em cultivo
pareado com linhagens de Trichoderma spp.

Linhagem de Cddigo Inibicao do crescimento micelial (%)
Trichoderma défﬁgggio Sclerotinia Sclerotium Sclerotium
sclerotiorum cepivorum rolfsii
T. asperelloides CEN1418 96,29ab 90,00a 69,63bc
T. asperelloides CEN1397 81,09c 88,60a 68,07bc
Trichoderma sp. CEN1403 53,20fg 31,10b 52,86ef
T. hamatum CEN1394 68,56de 40,73b 64,45cd
T. koningiopsis CEN1406 94,47bc 39,99b 85,84a
T. koningiopsis CEN1386 47,479 32,45b 46,46f
T. lentiforme CEN1416 63,21ef 86,85a 76,85ab
T. longibrachiatum CEN1399 49,11g 31,10b 50,28ef
T. longibrachiatum CEN1401 49,079 34,81b 47,60f
Trichoderma sp. CEN1389 100,00a 41,10b 76,03ab
Trichoderma sp. CEN1387 68,38de 38,51b 71,07bc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamen-
te, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, pode-se
destacar a linhagem CEN 1418 de T. asperelloides com valores médios de
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, para os trés patégenos,
superiores a 69%. Observa-se grande variabilidade de inibicdo dos patégenos
pelas diferentes linhagens de Trichoderma, pertencentes a mesma espécie.
As duas linhagens de T. koningiopsis (CEN 1386 e CEN 1406) mostraram
grande diferenga quanto a inibicdo de S. sclerotiorum com valores variando
de 47 a 94%, bem como inibicdo de S. rolfsii com valores variando de 46
a 85%. As mesmas diferengas de inibi¢cdo, por linhagens distintas da nova
espécie de Trichoderma sp. (CEN 1387 e CEN 1389) foram observadas
nos testes contra S. sclerotiorum. As espécies analisadas para inibicao de
S. cepivorum mostraram valores mais homogéneos de inibicdo com relagao
as diferentes linhagens. Ambas as linhagens de T. asperelloides (CEN 1397
e 1418) apresentaram valores semelhantes, mostrando que esta espécie
apresenta grande potencial para o controle do agente da podridao branca. A
inibicao de S. rolfsii foi melhor com a linhagem CEN 1406 de T. koningiopsis,
sendo observado que a outra linhagem (CEN 1386) da mesma espécie
apresenta valores em média inferiores a linhagem CEN 1406.

Estes resultados mostraram que, mesmo dentro de cada espécie de
Trichoderma, podem ser selecionadas linhagens com grande potencial para
suprimir simultaneamente diferentes patégenos, ou mesmo linhagens com
certo grau de especificidade para patdogenos alvo. Os diferentes valores médios
de porcentagens de inibicdo obtidos sugerem que diferentes mecanismos
de acdo possam estar envolvidos na interacdo Trichoderma x patégenos.
Qualhato etal. (2013) também observaram que diferentes mecanismos podem
estar envolvidos na interagdo de Trichoderma com diferentes patégenos,
sendo que compostos volateis produzidos por Trichoderma foram efetivos na
inibicao de Fusarium solani, Rhizoctonia solani e S. sclerotiorum. Segundo
Gupta et al. (2016), diferentes linhagens de Trichoderma geralmente exibem
diferentes niveis de expressao de enzimas hidroliticas, levando por sua vez,
as diferengas de desempenho quando utilizadas como agente de controle
bioldgico.

A avaliagdo da atividade antagonista in vitro € um método de
selecdo massal de linhagens, com potencial de uso no desenvolvimento de

biopesticidas. Estes testes foram conduzidos no intuito de selecionar espécies
de Trichoderma contra os diferentes fitopatdgenos e identificar as melhores
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linhagens e/ou a combinagao destas, para ensaios em campo. Considerando
0s papéis benéficos que os isolados de Trichoderma podem desempenhar em
sistemas agricolas, seria conveniente buscar os isolados autéctones efetivos
e usa-los em programas integrados de manejo de pragas (Pakdaman et al.,
2013), em cada regiao.

Os resultados dos testes realizados sdao apenas indicativos da
capacidade dessas linhagens de antagonizar os fitopatégenos S. cepivorum,
S. rolfsii e S. sclerotiorum (Figura 2).

Foto: Claudio Bezzera

Figura. 2. Diferentes niveis de interagdo entre linhagem de
Trichoderma (parte superior da placa) e os fitopatégenos a) Sclerotium
cepivorum, b) Sclerotium rolfsii e c) Sclerotinia sclerotiorum em teste de
pareamento de culturas.

A atividade microbiana e a caracteristica de supressédo aos organismos
patogénicos dependem de atributos quimicos e fisicos do solo, como pH,
teor de umidade, temperatura e taxa de carbono/nitrogénio no solo, textura e
condi¢des de drenagem (Chandrashekara et al., 2012). O grau de supressao
também esta relacionado com o equilibrio entre organismos patogénicos e
0s organismos que se alimentam destes patégenos. Consequentemente,
um solo que é capaz de suprimir niveis moderados de in6culo da doenca
pode nao ser capaz de suprimir a doenga. Portanto, testes para avaliagéo da
eficiéncia dessas linhagens em condigbes naturais, em diferentes épocas,
sd0 necessarios para confirmar o seu potencial como agente de controle
bioldgico.
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Conclusoes

Alinhagem CEN 1406 de T. koningiopsis apresenta eficiéncia inibitoria
para S. sclerotiorum e S. rolfsii. A linhagem CEN 1389 (nova espécie) de
Trichoderma sp. apresenta grande inibicdo de S. sclerotiorum e ambas as
linhagens de T. asperelloides (CEN 1397 e CEN 1418) apresentam eficiéncia
inibitéria contra S. sclerotiorum e S. cepivorum. Estas linhagens podem ser
utilizadas para outros experimentos e desenvolvimento de biopesticidas.
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