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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de controle de espécies de
Trichoderma sobre Sclerotinia sclerotiorum causador do mofo-branco do feijoeiro. Foram
utilizados 15 isolados de Trichoderma obtidos de solos de sistemas agroflorestais e dois de S.
sclerotiorum obtidos de plantas de Phaseolus vulgaris com sintomas da doenga. O potencial de
controle foi avaliado in vitro pelo método de cultura pareada. Os isolados de S. sclerotiorum e
Trichoderma foram inoculados opostamente em placas de Petri contendo meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA), respeitando a velocidade de crescimento de cada um, e incubados em
estufa para BOD a 25 °C. O percentual de inibi¢ao do patogeno foi determinado por medig¢des
do crescimento radial do mesmo aos 12 dias apods inoculacdo dos isolados de Trichoderma. A
maioria dos isolados de Trichoderma foi capaz de reduzir o crescimento micelial dos isolados
de S. sclerotiorum, com valores que variaram entre 56,94% e 70,83%, destacando-se os isolados
T10 de T. atroviride e T13 de T. asperelloides. Os resultados indicam que estes ultimos podem
ser indicados para ensaios in vivo de controle de S. sclerotiorum, com a finalidade de inclusao
em programas de manejo integrado do mofo-branco em feijao.

Termos para indexagdo: Biocontrole, mofo-branco, Phaseolus vulgaris.

BIOCONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum BY Trichoderma SPECIES FROM
AGROFORESTRY SYSTEMS

Abstrate: The objective of the study was to evaluate the potential to control of Trichoderma
species on Sclerotinia sclerotiorum causing of the white mold in bean. Fifteen of Trichoderma
isolates obtained from soils of agroforestry systems and two S. sclerotiorum obtained from
plants of Phaseolus vulgaris with symptoms of the disease were used. The control potential was
evaluated in vitro by the paired culture method. The S. sclerotiorum and Trichoderma isolates
were inoculated oppositely in Petri dishes containing Potato Dextrose Agar (PDA) culture
medium, respecting the growth rate of each, and incubated in a greenhouse for BOD at 25 ° C.
The percentage of inhibition of the pathogen was determined by measurements of the radial
growth of same at 12 days after inoculation of 7Trichoderma isolates. Most of the Trichoderma
isolates were able to reduce the mycelial growth of S. sclerotiorum isolates, ranging from
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56.94% to 70.83%, standing out isolates T10 from 7. atroviride and T13 from T. asperelloides.
The results indicate that the latter can be indicated for in vivo control trials of S. sclerotiorum,
for the purpose of inclusion in programs of integrated management of white mold on beans.
Index terms: Biocontrol, white mold, Phaseolus vulgaris.

INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris
L.) pode sofrer com a acdo de diversos
fitopatdgenos presentes no solo, dentre eles
Sclerotinia  sclerotiorum (Lib.) De Bary,
causador da doenca chamada de mofo branco,
que ¢ uma das principais motivadoras de perdas
nesta cultura no Brasil (PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIM, 2006; JACCOUD FILHO et al.,
2017).

Sclerotinia  sclerotiorum  apresenta
ampla distribuicdo geografica podendo atingir
diversas espécies de plantas hospedeiras. O
fungo produz esclerocios que sdo estruturas
resistentes que sobrevivem no solo por periodos
de 4 a 5 anos (ADAMS; AYERS, 1979) o que
mantém seu potencial infectivo por sucessivas
estagdes de crescimento da planta. A estrutura
das populagdes de S. sclerotiorum evidencia
reproducao clonal e também sexual (ARBAOUI
et al., 2008) que favorece a wvariabilidade
genética. O fluxo de genes dentro das
populacdes do patégeno parece ser muito alto,
promovendo oportunidades de propagacdo de
alelos raros incluindo aqueles que conferem
resisténcia a fungicidas e viruléncia (GOMES et
al., 2011). Por estes motivos ¢ complexo o
controle das doengas causadas por este
patégeno e normalmente ¢ recomendado o
manejo integrado (TU, 1997; GOMES et al.,
2011) incluindo rotagdo de culturas e utilizagdo
de produtos quimicos ou biologicos (BOLTON
et al., 2006; PANKAJ et al., 2010; JACCOUD
FILHO et al., 2017).

Os sistemas agroflorestais (SAFs)
podem comportar culturas de importancia
consorciadas com espécies florestais (MAY;
TROVATTO, 2008). Os solos desses sistemas
podem apresentar uma grande riqueza de
espécies fungicas, e dentre as espécies muitas
pertencentes ao género Trichoderma (COSTA
etal., 2012; COSTA et al., 2017).

Espécies de Trichoderma tém sido
amplamente utilizadas em controle biologico de
fungos causadores de doencas de plantas,
agindo por competicdo pelo substrato, pela
indu¢do de resisténcia nas plantas, pelo
micoparasitismo, pelo fato de ocorrer em
variados sistemas de cultivos e por apresentar
alta variabilidade genética e morfologica
(HARMAN et al., 2004; CARVALHO et al.,
2018).

Varios estudos relatam a acdo de
espécies de Trichoderma contra fitopatdogenos
em culturas de importdncia econdmica como
Glycine max (L.) Merr. (KHALEDI; TAHERI,
2016; HADDAD et al. 2017), Theobroma
cacao L. (HANADA et al., 2008), Mangifera
indica L. (SANTOS-VILLALOBOS et al.,
2013), além de P. vulgaris (FIGUEIREDO et
al., 2010). A investigacdo e prospecgdo de solo
de ambientes como os SAFs podem revelar
isolados de espécies de Trichoderma com alto
potencial para o controle biologico.

O objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro o potencial de controle de espécies de
Trichoderma  provenientes de  sistemas
agroflorestais sobre S. sclerotiorum.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 15 isolados de
Trichoderma obtidos de solos de sistemas
agroflorestais de localidades do Estado de
Pernambuco (COSTA et al., 2017) e dois

isolados de S. sclerotiorum (Ss2 e Ss3)
obtidos de plantas de P. vulgaris com
sintomas de mofo branco, fornecidos pelo
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Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)
(Recife, PE) (Tabela 1).
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Tabela 1- Espécies e isolados de Trichoderma obtidos de solo de sistemas agroflorestais de localidades

do Estado de Pernambuco.

Espécie Isolado
T. longibrachiatum Rifai T1
T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg
T2e¢TI15
T. afroharzianum P. Chaverri, F.B. Rocha & 1. Druzhinina
T3eT7
T. atroviride P. Karst. T4, T5,T6, T8, T9 e
T10
T. brevicompactum Chaverri, Rocha, Degenkolb &
Druzhinina TileTl4
T. breve K. Chen & W.Y. Zhuang TI12
T. asperelloides Samuels T13

As espécies de Trichoderma foram
identificadas molecularmente por meio da
amplificagdo e sequenciamento da regido
génica TEF-lo do DNA (CARBONE;
KOHN, 1999; SAMUELS et al., 2002). Os
produtos de PCR amplificados foram
purificados e as sequéncias obtidas
comparadas com as mais similares
depositadas no GenBank.

Para determinacao da velocidade de
crescimento, foram depositados discos de
micélio-dgar (5 mm) dos isolados de
Trichoderma e S. sclerotiorum,
separadamente, no centro de placas de Petri
contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA). Os fungos foram incubados
em estufa para BOD a 25 °C e realizadas
medi¢des diarias do crescimento micelial
durante cinco dias (LILLY; BARNETT,
1951, adaptada).

A inibi¢do do crescimento in vitro
dos 1isolados de S. sclerotiorum pelos

isolados de Trichoderma foi determinada
por meio da técnica de cultivo pareado
(DENNIS; WEBSTER, 1971). Patogeno e
antagonista foram cultivados,
separadamente, em meio BDA por sete dias
a 25 °C. Ap6s esse periodo, foram retirados
das bordas das colonias discos de micélio-
agar (5 mm de didmetro) e depositados em
posicdes opostas, a 10 mm da borda das
placas de Petri contendo meio BDA,
respeitando-se  as  velocidades  de
crescimento dos fungos obtidas
anteriormente. As placas foram mantidas
em estufa para BOD a 25 °C durante 12 dias
e apos esse periodo foi realizada a avaliacao
do percentual de inibi¢do por meio de
medi¢coes do crescimento radial das
colonias do patégeno (NUANGMEK et al.,
2008). As interagcdes entre os fungos foram
determinadas por meio de observagdes em
microscopia Optica do ponto de contato
entre antagonista e patdgeno.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos isolados de
Trichoderma apresentou potencial
antaglnico in vitro contra S. sclerotiorum
causando  inibicdo  significativa  no
crescimento micelial dos isolados Ss2 e Ss3
de S. sclerotiorum. Para o isolado Ss2 de S.
sclerotiorum, o maior valor de inibi¢do
registrado foi de 56,94%, provocado pelo
isolado T10 de T. atroviride. Para o isolado
Ss3 de S. sclerotiorum os maiores valores
de inibicdo micelial foram de 70,83% e
68,88%, ocasionadas pelos isolados T13 de
T. asperelloides e T. breve (T12),
respectivamente (Tabela 2).

Espécies de Trichoderma estdo
entre as mais recomendadas para o

Tabela 2- Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum (Ss) por
isolados de Trichoderma (T) in vitro em cultivo pareado em meio Batata Dextrose Agar (BDA) a 25°C por

12 dias.

biocontrole de patogenos (BETTIOL et al.,
2012). Muitos trabalhos tém demonstrado o
potencial antagonico in vitro, de isolados de
Trichoderma contra fitopatogenos, dentre
eles: Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli
J.B. Kendr. & W.C. Snyder (CARVALHO
et al., 2011), Ceratocystis cacaofunesta
Engelbrecht & T.C. Harr. (RODRIGUES et
al., 2018), Fusarium solani f. sp. phaseoli
(Burkh.) W.C. Snyder & H.N. Hansene
(LOUZADA etal., 2009), Sclerotium rolfsii
Sacc. (PARMAR et al, 2015) e
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. (VALENZUELA et al.,
2015).

Isolados de Trichoderma (T)

Porcentagem de inibicao do crescimento
micelial dos isolados de S. sclerotiorum

Ss2 Ss3
T. longibrachiatum T1 55,83 ab 55,55bcd
T. asperellum T2 49,72 abc 56,94bcd
T. afroharzianum T3 50,28 abc 63,89ab
T. atroviride T4 50,84 ab 62,50ab
T. atroviride T5 48,89 abc 51,94cd
T. atroviride T6 48,89 abc 57,22bcd
T. afroharzianum T7 50,56 abc 64,72ab
T. atroviride T8 49,72 abc 56,94bcd
T. atroviride T9 46,11 abc 49,22cd
T. atroviride T10 56,94 a 58,44bc
T. brevicompactum T11 38,61 ¢ 47.94d
T. breve T12 46,67 abc 68,88a
T. asperelloides T13 44,73 be 70,83a
T. brevicompactum T14 52,50 ab 51,67cd
T. asperellum T15 47,22 abc 51,14cd
Testemunha 0,00d 0,00e
Coeficiente de varia¢do 10,36% 7,12%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Quanto a espécie S. sclerotiorum,
Figueirédo et al. (2010) relataram o
potencial de controle in vitro de S.
sclerotiorum por um isolado de T.
harzianum. As espécies T. brevicompactum
e T. koningiopsis Samuels, C. Suarez &
H.C. Evans também  apresentaram
capacidade de inibicdo do crescimento, do
mesmo patdogeno, em valores acima de 70%
(MARQUES et al., 2016).

Neste estudo foi evidenciada a
sobreposi¢ao pelos isolados de
Trichoderma sobre os isolados de S.
sclerotiorum, demonstrando competi¢do
por espaco e nutrientes. Também foi
possivel observar a ocorréncia de halo de
inibicao, o que pode ser atribuido a possivel
produgdo de antibidticos pelos isolados
antagonistas. A competicdo ¢ a antibiose
representam  importantes formas de
biocontrole utilizada por espécies de
Trichoderma contra diversos patdgenos
(BENITEZ et al., 2004; MENDOZA et al.,
2015).

Foram verificadas interagdes entre
hifas dos antagonistas e fitopatdgeno nas
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micoparasitismo. Este mecanismo ¢
considerado complexo e um importante
modo de acdo utilizado por algumas
espécies de Trichoderma (HARMAN,
2000; TROIAN et al., 2014). Outros autores
também relataram a ocorréncia de
micoparasitismo de isolados de
Trichoderma  sobre S.  sclerotiorum
(FIGUEIREDO etal., 2010; TROIAN et al.,
2014; ZHANG et al., 2016).

Produtos a base de 7. harzianum
estdo entre os mais utilizados para o manejo
de doengas de plantas (BETTIOL et al.,
2012), entretanto, ndo ha relatos anteriores
sobre a utilizagcdo de produtos a base de T.
longibrachiatum, T. brevicompactum, T.
breve e T. asperelloides para o controle de
S. sclerotiorum.

Os resultados obtidos neste estudo
indicam que os solos de SAFs podem
abrigar espécies de Trichoderma com
grande potencial para manejo de doengas de
plantas e demonstram que as espécies 7.
atroviride, T. asperelloides e T. breve tem
potencial para uso no controle de .
sclerotiorum.

areas de contato evidenciando o
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