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ACAO DE Trichoderma spp. NO CONTROLE DE Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani E Sclerotium rolfsii

Aloisio Freitas Chagas Junior!, Lillian Franga Borges Chagas?, Gil Rodrigues dos Santos®, Albert Lennon Lima Mar-

tins*, Magno Rodrigues de Carvalho Filho®, Luciane de Oliveira Millerelista®

RESUMO:

Fungos do género Trichoderma spp. sdo capazes de atuar como agentes de controle do crescimento de fungos pa-
togénicos em varias plantas cultivadas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo testar e selecionar isolados de
Trichoderma spp. oriundos de areas do Cerrado tocantinense, para o controle bioldgico, in vitro, de patdgenos de solo da
mesma regido. Foram coletadas 116 amostras de solos de plantas de feijao e soja, das quais 50 apresentaram isolados de
Trichoderma spp. e foram testadas contra os fungos patogénicos Fusarium sp., Rhizoctonia solani ¢ Sclerotium rolfsii.
Para testar a acdo de Trichoderma spp. sobre esses fitopatdogenos, foi utilizada a técnica de pareamento de culturas in vitro
com resultados em escala de notas, adaptagdes e percentagem de colonizagdo. Pela escala de notas, os isolados UFT 06,
UFT 28, UFT 63 e UFT 85 foram eficientes antagonistas para todos os fitopatdgenos. Na percentagem de inibigdo do
crescimento dos fitopatdogenos, 25 isolados com mais de 60% de inibigdo foram mais eficientes para S. rolfssi, cinco com

100% de inibigdo para R. solani e 32 isolados com mais de 70% para Fusarium sp.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Crescimento Micelial, Fitopatogeno, Pareamento.

ACTION OF Trichoderma spp. IN BIOLOGICAL CONTROL OF Fusarium
sp., Rhizoctonia solani AND Sclerotium rolfsii
ABSTRACT:

Fungi in the genus Trichoderma spp. have been known for their ability to act as control agents against plant pathogens.
Thus, this study aimed to select and test isolated of Trichoderma spp. from the Cerrado areas of the state of Tocantins for
biological control, in vitro, of soil pathogens in the same region. We collected 116 samples from bean and soybean plants,
of which 50 presented isolates of Trichoderma spp. They were, then, tested against the pathogenic fungi Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii.. To test the action of Trichoderma spp. on these pathogens, we used the in vitro
crops pairing technique with results, on the scale of notes, adaptations and colonization percentage. As per the scale of no-
tes, the isolated UFT 06, UFT 28, UFT 63 and UFT 85 were efficient antagonists for all phytopathogens. In the inhibition
percentage of phytopathogen growth, 25 of the isolated with more than 60% inhibition were more efficient for S. rolfssi,

five with 100% inhibition for R. solani and 32 isolated with more than 70% for Fusarium sp.

Keywords: Biological control, Mycelial growth, Phytopathogen, Pairing.
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INTRODUCAO

Doencas causadas por fungos de solo sdo as principais
causas de baixa produtividade em culturas agricolas. Den-
tre as principais, encontram-se as causadas por fungos dos
géneros Fusarium, Rhizoctonia e Sclerotium. A espécie S.
rolfsii Sacc., & agente causal da podridao-de-esclerodio
ou murcha-de-esclerodio, que acomete varias espécies de
plantas hospedeiras, causando varios prejuizos. R. solani
Kiihn ¢ o principal fungo patogénico responsavel por tom-
bamento e podridao radicular. Dentro do género Fusarium,
as espécies fitopatogénicas mais comuns sdo F. monilifor-
me (Sheldon), F. solani [(Mart.) Appel & Wr], F. oxyspo-
rum (Schlecht emend. Snyder & Hansen), e F. verticilli-
oidis [(Sacc.) Nirenberg], que causam entre outros danos,
a destruigdo das raizes conhecida como podriddo vermelha
em soja (Glycine max L. Merrill) e a murcha do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.). Essas espécies sdo responsaveis
por perdas significativas no Brasil (Reis et al., 2012; Mada-
losso et al., 2015).

Produtos quimicos para o controle de doencas de plan-
tas ainda sdo muito utilizados. No entanto, a sua limitagdo
quanto a eficiéncia e a quantidade a ser utilizada para essa
finalidade dificulta o controle; .Isso porque a maioria dos
produtos sdo eficientes apenas quando aplicado de forma
preventiva. Além disso, produtos quimicos, pelo seu alto
poder residual, podem causar danos ambientais, podendo
contaminar os solos ¢ mananciais hidricos (Michereff et al.,
2005).

Representantes do género Trichoderma spp. tém sido
muito utilizados como alternativa ao uso de produtos qui-
micos, sendo considerados de grande importancia econd-
mica para a agricultura. Sdo capazes de atuar como agentes
de controle de patogenos causadores de doengas em varias
plantas cultivadas, e também como promotores de cresci-
mento e indutores de resisténcia as doengas (Hoffmann et
al., 2015; Chagas et al., 2016).

Em razdo disso, Trichoderma se tornou um dos fun-
gos mais pesquisados como agente de controle de doengas
de plantas e formulagdo de inoculantes (Chagas Jr et al.,
2012; Tanci¢ et al., 2013; Hoffmann et al., 2015, Chagas
et al., 2016, Pacheco et al., 2016). A selecdo de isolados
de Trichoderma spp. deve ser constante, buscando sempre

isolados nativos de regides onde serdo empregados.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi testar e se-
lecionar isolados de Trichoderma spp. oriundos de areas do
Cerrado tocantinense para o uso no controle bioldgico, in

vitro, de fitopatdgenos de solo da mesma regido.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas isolados de Trichoderma sp. coletados
na estag@o experimental da Universidade Federal do Tocan-
tins (UFT), Campus Universitario de Gurupi (11°43°45”S e
49°04°07” W, 300 m de altitude média) e em areas de var-
zea do municipio de Lagoa da Confusdo - TO (10°47°37”
S e 49°37°25” W, 200 m de altitude média). Inicialmente
coletou-se 116 amostras de solos, retiradas a uma profun-
didade de 0-10 ¢cm no perfil do solo de diferentes cultivos,
soja, feijao caupi e milho (Zea mays L.) e formas de plan-
tio, nas duas regides citadas acima.

Foram retiradas uma amostra (1 g) de cada solo e de-
positada diretamente em placa de Petri (9 cm de didmetro),
pelo método de plaqueamento direto. O experimento teve
trés repeticdes por amostra, em meio batata-dextrose-agar
(BDA) (Prolab-Brasil), acrescido de cloridrato de oxitetra-
ciclina (100 mg L") (Terramicina® - Pfizer), para inibir o
crescimento bacteriano. Em seguida as placas foram incu-
badas em camara de crescimento, tipo B.O.D., a tempera-
tura de 25 °C + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, por sete
dias, periodo necessario para o fungo colonizar a placa por
inteiro (Dianese et al., 2012).

Apos sete dias, foram selecionadas placas com colonias
tipicas do género Trichoderma. Por apresentarem carac-
teristicas mais agressivas de crescimento, essas colonias
se destacaram dos demais microrganismos que também
cresceram na placa. Elas apresentaram coloragdo inicial-
mente branca, depois verde e preencheram mais da metade
da placa. Para a confirmagao da identificagdo do fungo, as
colonias foram transferidas para novas placas de Petri com
meio BDA e incubadas. A identificagdo do género foi reali-
zada ap0s sete dias de incubagdo em camara de crescimen-
to, a uma temperatura de 25 °C = 2 °C com foto periodo
de 12 horas. Para isso, levou-se em consideracao apenas as
caracteristicas morfologicas, com base em bibliografia es-
pecializada e auxilio de microscopio optico (Barnett e Hun-
ter, 1998; Zafari et al., 2004). As amostras foram mantidas

em refrigerador, em meio BDA, e conservadas em agua,
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conforme metodologia de Castellani (Pires et al., 2012). Ao
final, foram obtidos 50 isolados de Trichoderma spp. que
foram utilizados nos testes de controle in vitro.

Os fungos fitopatogénicos Fusarium sp., R. solani e S.
rolfsii isolados de soja, foram obtidos da micoteca do La-
boratoério de Fitopatologia da UFT — Campus de Gurupi.
Os fungos sdo oriundos de plantas cultivadas na regido sul
do Tocantins e com sintomas tipicos das doengas, descritas
anteriormente.

Para a comparag@o do potencial antagdnico dos isola-
dos de Trichoderma spp. obtidos, foi utilizada uma cepa
padrdo de T harzianum (CIB T44), como controle, do Insti-
tuto Bioldgico de Sao Paulo (IB).

Para avaliacdo da potencialidade antagonista, foi utili-
zada a técnica de pareamento de culturas, do fitopatogeno
e controlador bioldégico, conforme descritos por Mariano
(1993). Para tanto, transferiu-se assepticamente para placas
de Petri (com 20 mL de BDA), um disco de 0,4 cm de dia-
metro de cada fitopatogeno e do antagonista Trichoderma
spp. Os discos foram colocados a 1,5 cm da borda da placa
em lados opostos. Para a testemunha, transferiu-se para o
centro das placas de Petri, um segundo disco de 0,4 cm de
diametro de cada fitopatdogeno e do antagonista. As placas
foram incubadas em camara tipo B.O.D. a 25 °C + 2 °C,
com fotoperiodo de 12 horas.

Ap6s sete dias, foi realizada a avaliagdo da porcenta-
gem de inibi¢do de crescimento do fitopatdgeno pelo anta-
gonista, conforme metodologia de Camporota (1985). Em
que: %C = DT/DE x 100, sendo DT o raio de crescimento
da colonia de Trichoderma spp. em dire¢ao frontal a co-
l6nia do fitopatogeno e DE a distancia que separa as duas
colonias.

Foi realizada também a avaliacdo do antagonismo, de
acordo com os critérios propostos por Bell et al. (1982),
adaptado, com escalas de notas variando de 1 a 5. Em que:
nota 1 o antagonista cresce por toda a placa de Petri (87,6 a
100%); nota 1,5 antagonista cresce sobre 7/8 da placa (66,6
a 87,5%); nota 2 antagonista cresce sobre 2/3 da placa (62,5
a66,5%); nota 2,5 antagonista cresce sobre 5/8 da placa (51
a 62,4%); nota 3 antagonista e fitopatdogeno crescem até a
metade da placa (50%); 3,5 antagonista cresce sobre 3/8
da placa (37,5 a 49,9% ); nota 4 antagonista cresce sobre
1/3 da placa (33,3 a 37,4%) e nota 5 antagonista ndo cresce
na placa (porcentagem abaixo de 33,2%). Considerou-se o
isolado como antagdnico ou eficiente quando sua nota era

igual ou menor a 2,0.
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Todos os tratamentos foram conduzidos em triplica-
ta, com quatro repeti¢des, em delineamento inteiramente
casualizado. Os resultados de percentagem estimados de
acordo com a fragdo de crescimento na placa foram subme-
tidos a andlise de variancia e, em caso de significancia, as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 1%
de probabilidade, utilizando o programa estatistico ASSIS-
TAT versdo 7.6 beta (Silva e Azevedo, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 50 isolados de Trichoderma spp. coletados e o
controle (7. harzianum), apenas 19 inibiram o crescimento
micelial de S. rolfsii pelo teste de pareamento de culturas
(notas iguais ou menores a 2,0). Além desses, outros quatro
isolados, mesmo apresentando nota igual a 2,5, coloniza-
ram mais de 60% da placa de Petri, sendo significativa-
mente superiores aos demais, conforme Tabela 1. No teste
de cultivo pareado entre S. rolfsii e o antagonista, eviden-
ciou-se que cada isolado de Trichoderma pode ter utilizado
diferentes formas de antagonismo, antibiose, parasitismo
ou predacdo. No isolado UFT 37, observou-se o apareci-
mento de um halo (coloragéo escura) ao longo da linha de
contato entre as colonias do antagonista e do fitopatégeno
(Figura 1A).

Tanci¢ et al. (2013) obtiveram resultados positivos de ini-
bicdo do crescimento de S. rolfsii na maioria dos isolados de
Trichoderma estudados. Nesse estudo os autores reportaram
uma colonizagdo de mais de 70% do fitopatdgeno, corrobo-
rando com nossos resultados. Pacheco et al. (2016) verifica-
ram a inibigdo da germinacédo de esclerdcios de S. rolfsii por
Trichoderma spp. em condi¢des de laboratorio. Esses resul-
tados corroboram com este trabalho, pois alguns de nossos
isolados de Trichoderma também apresentaram crescimento
micelial abundante quando cresceram sobre a col6nia de S.
rolfsii, como ocorreu com o isolado UFT 70 (Figura 1B).
Esse isolado em particular, aparece com menor crescimen-
to micelial quando em cultivo isolado e maior crescimento
micelial quando em confronto com o fitopatégeno. Isso de-
monstra a capacidade de reproducao de Trichoderma spp.
mesmo durante a competicdo por espago, ¢ da forma de
ataque que sofre pelo fitopatdgeno. Isaias et al. (2014) ob-
servaram que 7. harzianum apresentou grau maximo (nota
1) de antagonismo da escala de Bell, inibindo totalmente
o crescimento in vitro de S. rolfsii e Verticillium dahliae
Kleb.
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5. Rolfssi
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UFT 70 5. Rolfssi

Figura 1 — Crescimento micelial ¢ antagonismo de Trichoderma aos isolados de Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e

Fusarium sp. A) Isolado de Trichoderma UFT 37 (a esquerda) no controle de Sclerotium rolfsii (a direita) apresentando

um halo de coloragdo mais escuro ao longo da linha de contato entre as colonias do antagonista e do fitopatdgeno. B)

Isolado de Trichoderma UFT 70 (a esquerda) apresentando coloracdo mais escura quando em contato com o fitopatégeno
S. Rolfsii (a direita). C) Isolado de Trichoderma UFT 63 (a esquerda) no controle de Rhizoctonia solani (a direita). D)

Isolado de Trichoderma UFT 14 (a esquerda) no controle de Fusarium sp. (2 direita).

Entre os isolados de Trichoderma spp., 22 inibiram o
crescimento micelial de R. solani (notas igual ou menor a
2,0) (Figura 1C). Os outros 27 isolados e o isolado controle
(T. harzianum) foram considerados ineficientes com notas
maiores que 2,0, ou seja, ocupando menos de 62,7% da placa
(Tabela 1). Os isolados UFT 28, UFT 32, UFT 96, UFT 102
¢ UFT 110 foram eficientes antagonicos quando comparados
aos demais, chegando a ocupar 100% da placa e recebendo
nota igual a 1,0. Além desses, os isolados UFT 63 ¢ UFT
78 também obtiveram nota igual a 1,0, porém com cresci-

mento micelial ocupando 88,3% da placa. Essa eficiéncia
de crescimento micelial confirma a agilidade de alguns iso-
lados na competi¢cdo por espago. A competicdo por espago
pode induzir o desenvolvimento de mecanismos parasitarios
pelo Trichoderma spp. acelerando seu crescimento frente
ao fitopatdgeno (Brito et al., 2010). Segundo estes mesmos
autores, a fase sexuada de 7. harzianum, denominada Hypo-
crea lixii Pat., apresentou melhor desempenho no controle
de R. solani que o T. asperellum (isolado controle), devido

a agressividade observada pela rapida coloniza¢ao do meio.
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Tabela 1 - Classificagdo dos 50 isolados de Trichoderma spp. € T. harzianum quanto ao antagonismo in vitro a Scle-
rotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Fusarium sp. segundo a escala (nota) de Bell (1982) e porcentagem de inibi¢ao de

crescimento (%)™,

Sclerotium rolfsii Rhizoctonia solani Fusarium sp.
Identificaciao
Nota % Nota % Nota %
UFT 06 1,5 69,3 a 2,0 62,7d 1,5 76,5 a
UFT 09 1,5 66,7 a 2,5 59,7d 1,5 752 a
UFT 10 2,0 66,3 a 3,5 37,7f 1,5 72,5a
UFT 12 2,0 62,7 a 2,5 61,0d 1,5 85,1a
UFT 14 2,0 653 a 2,5 540d 1,5 79,1 a
UFT 15 4.0 37,0d 2,0 63,0d 3,5 388 ¢
UFT 18 2,5 53,7b 2.5 56,3 d 1,5 75,6 a
UFT 19 2,5 62,3 a 2,0 63,0d 1,5 81,5a
UFT 20 2,0 643 a 5,0 313f 1,5 83,5a
UFT 22 3,5 40,7 d 2,5 55,7d 1,5 84,7 a
UFT 23 1,5 71,0 a 2,5 57,3d 1,5 81,0a
UFT 24 3,5 40,0 d 4,0 34,7 f 1,5 81,8 a
UFT 26 2,0 63,0 a 3,5 453 ¢ 1,5 76,7 a
UFT 28 2,0 63,7 a 1,0 100 a 1,5 722 a
UFT 32 2,5 56,0 b 1,0 100 a 3,5 444 ¢
UFT 33 3,5 49,7 ¢ 1,5 753 ¢ 1,5 82,6 a
UFT 34 1,5 69,7 a 3,5 40,3 f 1,5 81,2a
UFT 35 2,5 57,0b 1,5 79,7 ¢ 1,5 799 a
UFT 36 2,0 63,3a 4,0 373f 1,5 77,5 a
UFT 37 1,5 69,0 a 4,0 343 f 1,5 66,8 b
UFT 38 4.0 33,7d 5,0 273 f 3,5 493 ¢
UFT 41 3,5 48,3 ¢ 1,5 71,7 ¢ 1,5 784 a
UFT 45 2.5 61,3a 1,5 76,3 ¢ 1,5 78,6 a
UFT 46 2,0 64,3 a 3,5 41,0 f 1,5 73,1 a
UFT 48 2,5 58,0b 2,0 64,0d 1,5 81,3 a
UFT 56 4.0 33,7d 1,5 73.0c¢ 1,5 789 a
UFT 57 2.5 58,3b 1,5 72,0 ¢ 2,0 65,3b
UFT 63 1,5 67,0 a 1,0 88,3 b 1,5 76,4 a
UFT 67 2,5 547b 2,5 547d 1,5 76,9 a
UFT 70 2,5 60,7 a 1,5 68,0 c 3,5 49,7 ¢
UFT 74 3,0 50,7b 1,5 70,3 ¢ 3,5 49,0 ¢
UFT 78 2,5 56,7b 1,0 88,3 b 3,5 494 ¢
UFT 79 2,0 64,0 a 2,5 56,7d 3,5 489 ¢
UFT 80 2,0 64,0 a 3,5 383 f 1,5 81,4a
UFT 85 2,0 66,0 a 1,5 87,0b 1,5 73,5a
UFT 86 1,5 72,3 a 2,5 61,3d 1,0 94,4 a
UFT 87 2,5 593 b 3,5 450¢ 3,5 48,6 ¢
UFT 92 2,5 583 b 1,5 85,3b 1,5 82,0a
UFT 95 3,5 37,7d 2.5 52,3d 1,5 81,5a
UFT 96 2,5 62,3 a 1,0 100 a 1,5 66,9 b
UFT 99 5,0 28,3d 3,5 483 ¢ 2,0 63,7b
UFT 100 2,5 53,7b 3,5 383 f 2,0 63,6 b
UFT 102 2,5 56,7b 1,0 100 a 2,0 65,4b
UFT 104 2,0 63,0 a 3,5 393 f 1,5 81,4a
UFT 110 2,5 58,0b 1,0 100 a 2,0 63.9b
UFT 111 2,5 53,0b 1,5 82,3 ¢ 1,5 84,0a
UFT 201 2.5 59.3b 3,5 453 e 2,0 65,1b
UFT 204 3,5 47,7 ¢ 3,5 48,3 ¢ 1,5 72,8 a
UFT 205 2,5 553b 3,5 453 ¢ 2,0 63,0b
CIB T44® 2,5 52,0b 3,5 477 ¢ 3,0 50,8 ¢

"Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,01). 2 isolado padrdo de T. harzianum (CIB T44).

No controle de Fusarium sp., 41 isolados de Trichoderma spp. inibiram o crescimento micelial deste fitopatdgeno,

AGRIES, v. 4, n. 2, 2019
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com notas igual ou menor a 2,0. Destes, 32 isolados foram
significativamente eficientes antagdnicos com nota varian-
do de 1,0 para o isolado UFT 86 e 1,5 para os demais (Ta-
bela 1). Nove isolados foram considerados ineficientes por
apresentarem nota maior que 2,0, ocupando menos de 60%
da placa. Moraga-Suazo et al. (2011) também observaram
maior velocidade de crescimento na placa por Trichoderma
spp. quando avaliado seu efeito antagonista in vitro sobre
F. circinata Nirenberg & O’Donnell.

Alguns isolados de Trichoderma spp. também apresen-
taram maior crescimento micelial quando em contato com
o fitopatdogeno Fusarium sp. (Figura 1D). Ao avaliarem in
vitro o controle de F. oxysporum, Carvalho et al. (2011)
também observaram que trés isolados de 7. harzianum ap6s
o contato com as coldnias de F. oxysporum, invadiram to-
talmente a colonia do fitopatogeno. Os isolados do referido
estudo, chegaram a produzir esporos sobre as colonias, de-
monstrando o potencial de algumas espécies de Trichoder-
ma no antagonismo deste fitopatégeno.

Diante dos resultados obtidos nos testes de antagonismo
em cultivo pareado, pdde-se observar que pela metodologia
de notas, escala de Bell, quatro isolados (UFT 06, UFT 28,
UFT 63 e UFT 85) foram eficientes antagonistas para todos
os fitopatogenos avaliados neste estudo, com nota igual ou
menor a 2,0.

Alguns isolados de Trichoderma spp. podem apresen-
tar eficiéncia de inibicdo de um fitopatdégeno e podem ser
ineficientes para outros, como os isolados UFT 79 ¢ UFT
206 que foram eficientes para S. rolfsii e ineficientes para
os demais fitopatdgenos.

Os resultados evidenciaram que os isolados de Tricho-
derma spp. podem utilizar diferentes formas de antagonis-
mo. Esses fungos apresentam maior ou menor agressivida-
de no controle de fitopatdgenos de solo. Isso dependera da
atividade de defesa que estes exercem, da estrutura fisica
dos mesmos e também da produgdo de substancias inibito-
rias. Assim, os isolados de Trichoderma demonstraram-se
eficiente no controle biologico de fitopatdgenos de plantas
comumente encontradas no Cerrado tocantinense, como
Fusarium sp., R. solani e S. rolfsii, nos testes de antagonis-

mo in vitro em cultivo pareado.
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