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Resumo

O mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum) é a doenca mais destrutiva do feijoeiro nos plantios
de inverno, quando os dias sdo mais curtos e as temperaturas mais amenas (15 a 25°C).
Além das praticas culturais que contribuem para a reducdo do inéculo do patégeno no solo,
0 uso de agentes de controle biol6gico tém se intensificado. Espécies de Trichoderma séo
recomendados com relativo sucesso para o controle da doenca em diversos paises. A
maioria das espécies de Trichoderma desenvolve-se melhor em temperaturas superiores a
25°C. No Brasil, produtos a base de Trichoderma sao utilizados em algumas regides
produtoras que apresentam temperatura elevada no inverno, entretanto, sdo pouco
eficientes em regifes ou épocas de temperatura mais frias. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da temperatura (15, 20, 25, 30 e 35°C) sobre o crescimento e capacidade de
parasitismo de trés isolados de Trichoderma spp. (T66, T111 e T409) previamente
selecionados para o controle do mofo branco. Foram avaliados o crescimento radial das
colbnias e a germinacao de esporos em meio de cultura, além da capacidade de parasitismo
sobre esclerédios do patdgeno no solo. A germinagdo de esporos e 0 crescimento das
colénias de todos os isolados foram maiores entre 20 e 30°C. Ja a capacidade de inibicdo
da germinacédo e parasitismo de esclerodios foi varidvel entre os isolados e as temperaturas.
De forma geral, nenhum dos isolados foi eficiente em parasitar os esclerddios do patdégeno
nas temperaturas mais baixas (15 a 20°C). Portanto, sdo necesséarias novas avaliacGes na

busca de isolados mais eficientes para o cultivo de outono-inverno.

Abstract
Bean white mold is a destructive disease on autumn-winter crops, when daylight length is
short and the temperatures vary from 15 to 25°C. In addition to the cultural practices that

contribute to inoculum reduction on soil, the use of biological control agents is an emergent
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practice in Brazil. Trichoderma species are natural antagonists to S. sclerotiorum sclerotia in
soil and its use is recommended in several countries. In general the development of the
isolates applied as biocontrol agents is favored by temperatures above 25°C. In Brazil,
commercial products based on Trichoderma are been used in some areas where the winter
temperatures are higher. However, these products are not efficient on colder areas. The
objective of this work was to evaluate the effects of the temperature (15, 20, 25, 30 e 35°C)
on the growth of three Trichoderma spp. isolates (T66, T111 e T409) previously selected to
control the white-mold pathogen. The conidia germination and micelial growth on agar media
and the ability to parasitize the pathogen sclerotia on soil were investigated. The conidia
germination and micelial growth of all isolates were higher between 20 e 30°C. The
parasitism over the sclerotia on soil was variable among the isolates and among the
temperatures. None of the evaluated isolates was able to parasitize efficiently the sclerotia of
the pathogen on lower temperatures (15 to 20 °C). In conclusion, new isolates should be

evaluated for use in autumn-winter crops.

Introducéo

O cultivo de inverno responde por 14% da producdo nacional de feijao. O mofo-branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é uma das doencas mais destrutiva do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), especialmente nos plantios irrigados de outono-inverno,
guando os dias sdo mais curtos e as temperaturas amenas (15-25°C). A doenca é mais
prejudicial guando h& crescimento vegetativo abundante, pouco arejamento e penetracado da
luz, drenagem do solo insuficiente e rota¢des de cultura inadequadas (Paula Jr. e Zambolim,
2006).

O controle quimico é caro, os riscos de contamina¢cdo do ambiente sdo altos e, como
medida isolada, pode ter eficiéncia baixa. Além das praticas culturais, o uso de agentes de
biocontrole (ACB) pode contribuir para a redugdo do inéculo do patégeno no solo. A
presencga de microrganismos antagénicos no solo afeta a sobrevivéncia dos esclerddios de
S. sclerotiorum e reduz paulatinamente o potencial de indculo. Mais de 30 espécies de
fungos e bactérias sé@o relatadas como antagonistas ou parasitas do patégeno (Whipps e
Budge, 1990). Entre estes destacam-se varias espécies de Trichoderma. O antagonista se
associa aos esclerédios, causa sua degradacédo ou impede-os de germinar. A sobrevivéncia
do patégeno nas areas irrigadas do cerrado foi reduzida pela presenca de isolados de

Trichoderma sp. associados aos esclerédios (Arancibia et al., 2001). Espécies de
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Trichoderma prevalecem em ambientes Umidos e podem ser isoladas de todas as zonas
climaticas (Klein e Everleigh, 1998). O desenvolvimento das espécies de Trichoderma mais
utilizadas como ACB é favorecido por temperaturas acima de 25°C. O uso desses agentes

em areas e/ou épocas de temperaturas amenas pode ser pouco eficiente (Bernardes, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura sobre o crescimento e
capacidade de parasitismo de trés isolados de Trichoderma spp. (T66, T11l1l e T409)
previamente selecionados para o controle do mofo branco e, assim, verificar a viabilidade de
uso destes isolados em temperaturas amenas, semelhantes as condi¢des climaticas do

cultivo de outono-inverno.

Material e Métodos

Para avaliagdo do crescimento micelial, os isolados Trichoderma (T66, T111 e T409), foram
crescidos em BDA por 10 dias a 25 °C, quando discos de micélio das bordas das colénias
foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA e mantidas em diferentes
temperaturas (15, 20, 25, 30 e 38°C) em camaras de crescimento com fotoperiodo regulado
para 12 h. Foram feitas trés repeticdes para cada isolado, e para cada temperatura, sendo
gue cada repeticdo foi composta por uma placa de Petri. Os didametros da colénia no sentido

transversal e longitudinal de crescimento foram medidos apos 2 e 6 dias.

Para avaliacdo da germinac¢éo de esporos dos fungos, aliquotas de 100 uL de suspenséao de
esporos dos isolados de Trichoderma (1x10" conidios por ml) foram depositadas no centro
de placas de Petri com meio BDA acidificado e espalhados com al¢ga por todo o meio. ApGs
24 h de incubacdo, em camaras de crescimento nas diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30
e 35°C), foi feita a contagem de esporos germinados em microscopio 6tico. Os esporos
foram considerados germinados quando o tamanho do tudo germinativo era superior ao

didmetro do esporo. Foram realizadas trés repeticdes por tratamento.

Para avaliacdo da atividade hiperparasitica dos isolados de Trichoderma sobre esclerédios
de S. sclerotiorum, solo livre de esclerédios do patégeno foi coletado em &rea de cultivo de
feijdo, desinfestado em coletor solar (Ghini, 2004) e distribuido em vasos de 200 mL de
capacidade. Em cada vaso foram depositados cinco esclerédios de S. sclerotiorum,
produzidos assepticamente em meio de cenoura e fubd, e cobertos com 0,5 cm do mesmo
solo. Os seguintes tratamentos foram aplicados com quatro repeticbes por tratamento:
testemunha (onde foi pulverizada agua destilada esterilizada); fungicida (fluazinam, na dose

recomendada); e os isolados de Trichoderma (concentracéo de 10" conidios/mL e volume



de calda equivalente a 300 L/ha). Os vasos foram cobertos por filme plastico transparente
(rolopac), mantidos nas diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30 e 35°C) e fotoperiodo de 12
h em cadmara de crescimento por cinco dias. Apos esse periodo, os esclerédios foram
recuperados, limpos com pincel e agua destilada e depositados sobre discos de cenoura
previamente desinfestados em placas de petri contendo &gar-agua. Cada placa de Petri
conteve cinco discos de cenoura e cinco esclerédios (= uma repeticdo). As placas foram
mantidas nas mesmas temperaturas. A avaliacdo foi feita através da observacdo do
crescimento fangico sobre os esclerédios, com o auxilio de microscépio estereoscopico,
apos cinco dias da deposicdo dos esclerddios sobre os discos de cenoura. Foram anotados
0 numero de esclerédios germinados (crescimento de S. sclerotiorum) e o nimero de
esclerddios parasitados (com crescimento do antagonista em sua superficie). Os esclerddios
nao germinados apoOs as cinco avaliacdes foram transferidos para meio BDA e incubados

nas mesmas condigdes por cinco dias, para confirmar o parasitismo pelos antagonistas.

Resultados e Discusséao

O crescimento micelial dos trés isolados de Trichoderma sp. avaliados foi maximo nas
temperaturas entre 20 e 30°C, sendo que a 38°C o crescimento foi quase totalmente inibido
(Figural).
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FIGURA 1. Crescimento micelial de isolados de Trichoderma spp. (T66,

T111 e T409) em diferentes temperaturas aos 2 e 6 dias de incubacéo (DI).

A 15 e 35°C a germinacdo de esporos de todos os isolados foi completamente inibida. A
20°C a germinacdo dos esporos do isolado T66 foi praticamente nula, enquanto que dos
outros isolados variou de 40 a 70%. A 25 e 30°C todos os isolado germinaram acima de
90% (Figura 2).
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FIGURA 2. Germinacdo de esporos de isolados
de Trichoderma spp. (T66, T111 e T409) em

diferentes temperaturas.

Observou-se baixa germinacéo dos esclerddios e pouca ou nenhuma atividade parasitica de
Trichoderma sp. a 15°C (Figura 3). A 20°C houve pequena atividade parasitica de
esclerodios de dois isolados (T66 e T409) (Figura 3). A 25°C os isolados T66 e T409
parasitaram 100% e 95% dos esclerédios do patégeno, respectivamente, enquanto que o
isolado T111 parasitou cerca de 50% dos esclerédios (Figura 3). A 30°C, entretanto, o
isolado T111 parasitou 95% dos esclerddios, enquanto que os outros isolados parasitaram
85% e 70%, respectivamente para T66 e T409 (Figura 3). Nas temperaturas de 25 e 30°C
observou-se crescimento de Trichoderma também na testemunha e no tratamento com
fungicida, entretanto, ndo foi possivel determinar se a contaminagéo foi por um dos isolados
aplicados ou por isolados nativos no solo. A 35°C ndo ocorreu germinagdo de esclerodios e
nem atividade parasitica de Trichoderma.
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FIGURA 3. Parasitismo de isolados de Trichoderma

spp. (T66, T111l e T409) sobre esclerodios de

Sclerotinia sclerotiorum em diferentes temperaturas.



Os resultados obtidos indicam que ha diferencas de comportamento entre os isolados em
relacdo a capacidade de parasitar esclerddios do patdgeno em diferentes temperaturas. De
forma geral, todos os isolados foram mais eficientes nas temperaturas de 20 a 30°C.
Entretanto, nenhum dos isolados foi eficiente nas temperaturas extremas (15 e 35 °C).
Considerando que o mofo branco é mais severo em temperaturas mais amenas (15 a 25°C),
os isolados avaliados neste estudo apresentaram apenas capacidade de controle marginal
do patégeno sob temperaturas mais baixas. Portanto, sdo necessarias novas avaliagcdes na

busca de novos isolados mais eficientes para o cultivo de outono-inverno.
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