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IDENTIFICACAO E UTILIZACAO DE Trichoderma spp. ARMAZENADOS E
NATIVOS NO BIOCONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum'

GERARDA BEATRIZ PINTO DA SILVA*", LEISE INES HECKLER?, RICARDO FELICIANO DOS SANTOS*,
MIRIA ROSA DURIGON®, ELENA BLUME?

RESUMO - O fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢é responsavel por perdas significativas na produgdo de alface.
Por se tratar de um fungo habitante do solo seu manejo ¢ dificultado, sendo uma alternativa o uso do controle
bioldgico utilizando espécies do género Trichoderma. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram identifi-
car as espécies Trichoderma spp. nativas presentes em solo com (CP) e sem mofo-branco (SP), avaliar a veloci-
dade de crescimento e o antagonismo in vitro dos isolados de Trichoderma spp. & S. sclerotiorum e verificar o
potencial de biocontrole proporcionado por Trichoderma spp. microbiolizado em sementes de alface, cultivadas
em substrato infestado com S. sclerotiorum. Foram utilizados isolados de Trichoderma spp. oriundos de areas
com ¢ sem histdrico de mofo-branco ou armazenados em agua. Nos ensaios in vitro foram avaliados a taxa de
crescimento micelial e a esporulagdo dos isolados de Trichoderma spp. e controle de Trichoderma spp. versus
S. sclerotiorum. Para o ensaio in vivo sementes de alface foram microbiolizadas com Trichoderma spp. e o
substrato infestado com S. sclerotiorum. Os isolados nativos de Trichoderma identificados pertencem as espé-
cies T. koningiopsis ¢ T. asperellum. Os isolados CP apresentaram maior taxa de crescimento micelial quando
comparado aos SP e aos armazenados, enquanto que os isolados armazenados apresentaram melhores respostas
na confrontagdo direta. A aplicacdo de Trichoderma spp. promoveu o crescimento de plantulas de alface mais
vigorosas quando comparadas a testemunha, assim como um bom desenvolvimento das plantulas na presenga
do patogeno.

Palavras-chave: Mofo-branco. Controle biologico. Lactuca sativa L.

IDENTIFICATION AND UTILIZATION OF Trichoderma spp. STORED AND NATIVE IN
Sclerotinia sclerotiorum BIOCONTROL

ABSTRACT - The fungus Sclerotinia sclerotiorum, handles significant losses in lettuce production. Being a
soil borne fungus, its management is difficult, and an alternative is the use of biological control using species of
the Trichoderma genus. Thus, the objectives of this study were to identify native species of Trichoderma spp.
presents in the soil with (CP) and without white mold (SP), evaluate the growth rate and in vitro antagonism of
Trichoderma spp. against S. sclerotiorum and to verify the biocontrol potential of Trichoderma spp. microbi-
olized lettuce seeds, growing in substrate infested with S. sclerotiorum. Trichoderma spp. isolates were
obtained from areas with and without history of white mold or stored in water. Mycelial growth rate and sporu-
lation of the Trichoderma spp. isolates and control of Trichoderma spp. versus S. sclerotiorum in the in vitro
essays. For thein vivo essay, lettuce seeds were microbiolized with Trichoderma spp. and the substrate was
infested with S. sclerotiorum. The native isolates of Trichoderma identified belong to T. koningiopsis and
T. asperellum species. The CP isolates had higher mycelial growth rates when compared to the SP isolates and
stored while the stored isolates showed better responses in confrontation. The application of Trichoderma spp.
promoted higher seedlings quality compared to control, as well as good seedlings development in the presence
of the pathogen.

Keywords: White mold. Biological control. Lactuca sativa L.
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IDENTIFICACAO E UTILIZACAO DE Trichoderma spp. ARMAZENADOS E NATIVOS NO BIOCONTROLE DE
Sclerotinia sclerotiorum

G. B. SILVA et al.

INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um
fitopatogeno habitante do solo que infecta importan-
tes culturas agricolas no Brasil como, por exemplos,
alface, soja, feijao, canola, girassol etc. A rotagdo de
culturas ndo ¢ um método efetivo de controle, visto
que o patégeno possui uma gama de hospedeiros,
que aliados a persisténcia de suas estruturas de resis-
téncia no solo dificultam o manejo (KIN et al,
2011). Sabe-se que a alface ¢ a hortalica folhosa
mais consumida pela popula¢do brasileira, sendo
produzida em todos os estados da federagdo (SALA;
COSTA, 2012). Entretanto, apresenta alta suscetibili-
dade a diversas doengas fitopatogénicas, em especial
a S. sclerotiorum, causadora de uma enfermidade
popularmente conhecida como mofo-branco (LOPES
et al., 2012), devido a presenga de um micélio branco
de aspecto cotonoso nas plantas infectadas. Em con-
dicdes de alta umidade e temperaturas amenas os
danos causados por S. sclerotiorum podem chegar a
mais de 50% (CLARKSON et al., 2014), principal-
mente em viveiros de mudas, onde ocasionam o da-
mping off ou tombamento de plantulas.

Devido a falta de cultivares resistentes para
muitos  hospedeiros, entres eles a alface
(CLARKSON et al., 2014) e aos riscos inerentes ao
uso de agrotoxicos no consumo dessa hortalica, mui-
tos produtores tém se interessado pela utilizacdo do
controle bioldgico. Atualmente o género Trichoder-
ma ¢ o mais estudado e utilizado no controle biologi-
co de patogenos habitantes do solo. Varios mecanis-
mos de acdo, como produgdo de antibidticos volateis
e ndo-volateis, competi¢do por espago e nutrientes,
atividade enzimatica hidrolitica e parasitismo
(BRITO et al., 2014; ABDULLAH et al., 2008) atu-
am no controle. Estudos recentes apontam que mais
de 1100 estirpes de Trichoderma spp., obtidas a par-
tir de 75 espécies, sdo capazes de desempenhar ativi-
dade microparasitica contra os patdogenos Alternaria
alternata, Botrytis cinerea e S. sclerotiorum
(DRUZHININA et al., 2011).

A eficacia do uso de Trichoderma spp. como
agente de biocontrole requer um entendimento aper-
feicoado da ecologia da rizosfera, uma vez que os
respectivos fungos s@o ubiquos e sua colonizagdo ¢
seriamente afetada pela presenga de substratos orga-
nicos no solo (BRITO et al., 2010; ETHUR, 2006).
Apesar do uso de Trichoderma spp. no controle de
doengas existem poucas informagdes sobre a sobre-
vivéncia e a manutenc¢do de sua atividade em condi-
¢oes de armazenamento. Em estudos realizados in
vitro Garcia-Nuiiez et al. (2012) relataram que isola-
dos de Trichoderma spp. nativos sdo mais agressivos
do que os armazenados. Semelhantemente, testes in
vivo demostraram que 7. harzianum nativos foram
mais efetivos no controle de S. sclerotiorum do que
isolados comerciais armazenados, ja que ndo somen-
te inibiram o crescimento de S. sclerotiorum, o que
também ocorreu nos comerciais, mas também foram

capazes de parasita-lo através da penetracdo e colo-
nizacdo das hifas (ABDULLAH et al., 2008).

O presente estudo teve por objetivo identificar
espécies de Trichoderma spp. nativas presentes no
solo de areas com e sem histérico de mofo-branco,
avaliar o antagonismo in vitro de espécies nativas e
de isolados armazenados sobre S. sclerotiorum e
avaliar o desenvolvimento de plantulas de alface
microbiolizadas com Trichoderma spp. e semeadas
em substrato previamente inoculado com S. sclero-
tiorum.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos na Universidade
Federal de Santa Maria - UFSM (RS) no periodo de
agosto a outubro de 2012.

Ensaios in vitro

Foram realizadas oito coletas de solo em qua-
tro areas comerciais de Santa Maria (RS), ou seja,
duas coletas por area. Quatro amostras de solo foram
coletadas em area onde foi constatada a presenca de
mofo-branco em alface e quatro em areas de primei-
ro cultivo de alface, que antes do plantio estavam em
pousio e ndo apresentavam historico da doencga. Rai-
zes de alface com solo aderido foram retiradas com o
auxilio de uma pa de corte e, posteriormente, separa-
das deste. O solo foi acondicionado em sacos plasti-
cos ¢ levado ao laboratério, permanecendo sob refri-
geracdo a 4 °C até ser usado nos ensaios de isola-
mento de Trichoderma spp.

Foram utilizados 12 isolados de Trichoderma
spp., dos quais quatro estavam armazenados na mi-
coteca da UFSM e o restante obtidos das amostras de
solo coletadas. Os quatro isolados armazenados fo-
ram UFSMT17 (Trichoderma aureoviride Rifai),
UFSMTI15.1 (Trichoderma koningiopsis Samuels,
Suarez & Evans), ETSR20 (7. harzianum) e TC1.15
(Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf & Niren-
berg). Para a obtengdo dos oito isolados nativos de
Trichoderma spp. foi usado o método de iscas
(GHINI; KIMATI, 1989), sendo selecionado um
isolado de cada area amostrada.

O isolado de S. sclerotiorum foi obtido a par-
tir de esclerddio presente em planta de alface infecta-
da com mofo-branco e sua assepsia realizada com
alcool 70% por um minuto, solug@o de hipoclorito de
sodio a 0,5% por um minuto e agua destilada e este-
rilizada. Para o isolamento, o esclerodio foi transferi-
do para placa de Petri contendo meio de cultura bata-
ta-dextrose-agar (BDA) acrescido de 0,03 gL' de
sulfato de estreptomicina e incubado a 25 °C, no es-
curo. Apos sete dias foi verificado o crescimento
caracteristico do micélio branco do fungo e formagao
de esclerddios. A partir dessa placa foram feitas repi-
cagens do patégeno para serem usadas nos ensaios.

Os 12 isolados de Trichoderma spp. € um de
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S. sclerotiorum foram avaliados quanto a taxa de
crescimento micelial de ambos os fungos e a esporu-
lagdo apenas de Trichoderma spp., em meio de cultu-
ra BDA. As medig¢des foram realizadas durante dois
dias, mensuradas com o auxilio de um paquimetro
digital em dois sentidos perpendiculares marcados no
fundo de cada placa para que as medidas sempre
fossem no mesmo sentido. Foram utilizadas as mé-
dias de duas medidas para calcular a taxa de cresci-
mento micelial em mm.h™, aplicando-se a formula
adaptada de Lilly e Barnett (1951), qual seja: C2 é o
crescimento apds 48 horas; C1 o crescimento apods
24 horas; T2=48 h; e T1 =24 h.

T p ] to = (C2-C1)
axa de crescimento = T2-TD
Para avaliar o antagonismo de Trichoderma

spp. contra o patogeno S. sclerotiorum os isolados
foram repicados e utilizados aos cinco dias de idade.
Seguiu-se a metodologia descrita por Ethur (2006),
em que um disco de meio de cultura BDA (10 mm o)
contendo micélio do patdgeno foi colocado a 0,5 cm
da borda das placas de Petri e estas incubadas por 48

h a 20 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h. Decorrido
esse periodo um novo disco de meio de cultura (10
mm @) contendo micélio de Trichoderma spp. foi
depositado na extremidade oposta da placa. As pla-
cas foram incubadas em camara BOD com fotoperio-
do de 12 h, por sete dias.

As avaliagdes do confronto direto seguiram
duas escalas, uma proposta por Bell et al. (1982)
com notas de antagonismo variando de 1 a 5, basea-
das em uma analise visual, em que na nota 1 o anta-
gonista cresce e ocupa toda a placa e na nota 5 o
patdgeno cresce e ocupa toda a placa, e a outra pela
escala adaptada de Rodrigues (2010), baseada em um
gabarito que ¢ posicionado sob as placas (Figura 1),
cujas notas variam de 1 a 7, na qual 1 o antagonista
cresce e ocupa toda a placa e 7 o patdgeno cresce e
ocupa toda a placa. O uso da escala de Rodrigues
visa uma maior confiabilidade na obten¢édo das notas,
além de uma maior amplitude na escala de valores, ja
que se baseia em um gabarito fixo. Para a avaliagéo
da porcentagem de inibigdo das colonias de S. scle-
rotiorum foram medidas as colonias do patdgeno e
estimada a porcentagem com base no didmetro total
da placa.

5. scleronorimm

Trichoderma spp

Figura 1. Gabarito da escala adaptada de Rodrigues (2010) com notas variando de 1 a 7. A nota 1 significa a maxima efici-
éncia em colonizagdo de Trichoderma spp. e a nota 7 a completa colonizag@o da placa com Sclerotinia sclerotiorum. Santa

Maria (RS), 2012.

Identificacio das espécies de Trichoderma spp.

Os oito isolados de Trichoderma spp. nativos
foram divididos em dois grupos CP (oriundo de areas
com historico de mofo-branco) e SP (oriundo de
areas sem histérico de mofo-branco), os quais foram
encaminhados ao Instituto Bioldgico de Sdo Paulo
para identificagdo molecular em nivel de espécie.
Para a identificacdo foi realizado o sequenciamento,
a partir da extragdo do DNA, amplificag¢do da regido
ITS e do gene codificador do fator de elongagéo
1-oc . As sequéncias obtidas foram comparadas com
as depositadas no GenBank, utilizando-se os oligo-
nucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4.

Preparo de Trichoderma spp.

Foi realizado seguindo a metodologia descrita
por Ethur (2006), em que 200 g de graos de arroz
seco foram previamente umedecidos com agua desti-
lada e depositados em frascos de Erlenmeyer de 350
ml e autoclavados por 40 min duas vezes a 120 °C e
1 atm. Em cada frasco foram acrescentados cinco
discos (10 mm) contendo micélio dos isolados de
Trichoderma spp. separadamente, 0s quais permane-
ceram em cadmara climatizada a 22 °C com fotoperio-
do de 12 h por 15 dias para a colonizagdo completa
dos graos de arroz. Para serem utilizados nos ensaios
os graos ja colonizados foram secos na estufa por 48
h em temperatura constante de 37 °C. Em seguida
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foram triturados em liquidificador até a obtencao de
um pod e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C. Para
estimar a concentra¢do de esporos de Trichoderma
spp. presentes nos poés utilizou-se a camara de Neu-
bauer com auxilio de microscépio.

Ensaio in vivo

Foram  utilizados 12 isolados  de
Trichoderma spp., dos quais quatro encontravam-se
armazenados na micoteca da UFSM e oito nativos
obtidos em ensaios anteriores. O delineamento expe-
rimental utilizado foi inteiramente casualizado no
esquema fatorial 12 x 2 (isolados de Trichoderma
spp. x infestagdo ou ndo do substrato com S. sclero-
tiorum) mais uma testemunha absoluta. Para a avali-
acdo do potencial de biocontrole de S. sclerotio-
rum em plantulas de alface foi realizado um ensaio
utilizando-se bandejas de isopor com 200 células
cada e substrato comercial Mec Plant”. As bandejas
permaneceram em camara climatizada com tempera-
tura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h, sendo irrigadas
de maneira uniforme diariamente.

Sementes de alface cv. Regina foram microbi-
olizadas 24 h antes da semeadura, com a formulagao
de Trichoderma spp. em po6 com concentragdo de
aproximadamente 2x10° esporos.g™, semeando-se
apenas uma semente por célula para ndo superesti-
mar a concentragdo do antagonista. Devido a falta de
padronizagdo para aplicagdes de Trichoderma spp.
em formula¢des em po, principalmente em sementes
de alface, adotou-se a propor¢do de 1 g de pd para
cada 1 g de sementes. Ambos foram pesados separa-
damente e colocados juntos em placas de Petri, as
quais foram seladas com filme pléstico e agitadas por
2 min a fim de uma melhor uniformiza¢do de cober-
tura das sementes, repetindo-se a agitacdo 3 vezes.
As placas contendo as sementes microbiolizadas
permaneceram em temperatura ambiente (25 °C) por
24 h até serem utilizadas.

As bandejas utilizadas continham substrato
previamente infestado por 48 h com uma suspensao
de micélio do patdgeno, na propor¢do de uma placa
de Petri contendo S. sclerotiorum com cinco dias de
idade, para cada bandeja. Foram utilizadas quatro
repeticdes com 25 sementes cada, totalizando 100
sementes por tratamento.

Para determinar o Indice de Velocidade de
Emergéncia (IVE) foram realizadas contagens didrias
do nimero de sementes emergidas e seu valor calcu-
lado conforme a férmula proposta por Brasil (2009).
Quando a emergéncia se estabilizou fora determina-
da a porcentagem de emergéncia e, ao final do expe-
rimento, determinada a porcentagem de plantas so-

breviventes. As avaliagdes finais foram realizadas 21
dias apo6s a semeadura e as variaveis analisadas fo-
ram comprimento da parte aérea e sistema radicular,
matéria seca da parte aérea e do sistema radicular e
matéria seca total.

Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios apresentaram
distribuicdo normal, foram submetidos a analise de
varidncia para verificagdo da significancia e realiza-
da a comparagdo de médias utilizando-se o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Para es-
sas analises foi utilizado o software estatistico
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacio dos isolados de Trichoderma spp.

A partir do sequenciamento do DNA dos iso-
lados foi possivel realizar sua identificacdo em nivel
de espécie, quais sejam: Trichoderma koningiopsis
Samuels; Suarez & Evans para SP13 e SP23; Tricho-
derma asperellum Samuels; e Lieckf & Nirenberg
para CP11, CP12, CP21, CP22, SP14 e SP24. As
espécies identificadas sdo conhecidas e utilizadas no
controle bioldgico de fitopatdogenos habitantes do
solo, inclusive para o controle de S. sclerotiorum
(LOPES et al., 2012; RODRIGUES, 2010). Hoyos-
Carvajal et al. (2009), estudando a biodiversidade de
183 isolados de Trichoderma spp. em sete paises da
América do Sul, incluindo o Brasil, observaram que
T. asperellum foi a espécie encontrada em maior
frequéncia, com 60 isolados, seguida de 7. harzia-
num com 49.

As espécies encontradas neste trabalho estdo
de acordo com Lopes et al. (2012), os quais obtive-
ram 21 isolados oriundos do Cerrado brasileiro, sen-
do nove T. asperellum (42,86%), sete T. harzianum
(33,33%), trés Trichoderma tomentosum Bissett
(14,29%), um T. koningiopsis (4,76%) e um Tricho-
derma erinaceum (Bissett, Kubicek & Szakacs)
(4,76%). A espécie T. asperellum pode ser conside-
rada como uma das mais abundantes em solos brasi-
leiros.

Ensaios in vitro

De modo geral, os isolados do antagonista
tiveram significativamente maior taxa de crescimen-
to micelial do que o fitopatogeno, com excecdao do
isolado TC1.15 (Figura 2).
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Figura 2. Taxa de crescimento micelial (mm.h") de Sclerotinia sclerotiorum e de Trichoderma spp. Barras com a mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Santa Maria (RS), 2012.

Os isolados pertencentes ao grupo CP mostra-
ram-se estatisticamente superiores aos demais, suge-
rindo que a convivéncia com o patdgeno em campo
acelera a taxa de crescimento micelial de Trichoder-
ma spp. in vitro e que podem ser bons competidores
por espaco e pouco exigentes quanto a nutrientes
especificos, visto que foram cultivados meio de cul-
tura BDA. Brito et al. (2010) relataram que isolados
armazenados apresentaram crescimento inferior
quando comparados aos isolados obtidos de compos-
tos organicos, corroborando com os dados deste tra-
balho, no qual os isolados da micoteca apresentaram
as menores taxas de crescimento, recomendando que
ocorre decréscimo na viabilidade devido ao armaze-
namento prolongado.

Os resultados apresentados pelos isolados do
grupo SP sugerem que na auséncia da doenga a taxa

de crescimento de Trichoderma spp. ¢ estatistica-
mente menor do que onde ha frequente pressdo exer-
cida pelo mofo-branco. Os isolados de Trichoderma
spp. apresentaram taxas de crescimento variando de
aproximadamente 2,2 a 0,9 mmh”' e 0,6 mm.h’! para
0 patogeno, superando os valores encontrados por
Barakat et al. (2006), que ao utilizarem isolados de
diferentes origens obtiveram taxas variando de 1,125
a 0,5 mm.h” para Trichoderma spp. ¢ 0,17 mm.h™!
para Sclerotium rolfsii Sacc.

No teste de confrontagdo direta (Tabela 1)
observou-se que a escala proposta por Rodrigues
(2010) foi mais precisa do que a de Bell (1982), uma
vez que apresentou um coeficiente de variagdo me-
nor. Por se tratar de uma escala de avaliacdo mais
objetiva a escala de Rodrigues (2010) presumivel-
mente permite resultados mais acurados.

Tabela 1. Classificagdo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao antagonismo a Sclerotinia sclerotiorum segundo as
escalas de Bell (1982) e Rodrigues (2010) e porcentagem de inibi¢do de crescimento (%) de Sclerotinia sclerotiorum. Santa

Maria (RS), 2012.

Trichoderma spp. Bell (1982) Rodrigues (2010) Inibicdo de S. sclerotiorum (%)
UFSMT15.1 2,0b! 3,2b 63,03 b
UFSMT17 22b 22b 49,12 ¢
TC1.15 50a 50a 47,76 ¢
ETSR20 2,5b 46a 45,88 ¢
CP112 46a 48a 37,70 ¢
CP12 42 a 42 a 42,63 ¢
CP21 2,0b 2,6b 72,68 a
CP22 3,6b 42 a 55,99 b
SP133 46a 52a 47,76 ¢
SP23 44 a 5,82 4326 ¢
SP14 44a 5,82 48,62 ¢
SP24 44 a 5,8a 48,62 ¢
CV (%) 26,66 22,90 17,78

'Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de proba-
bilidade; >CP: isolados provenientes de areas com historico de mofo-branco; *SP: isolados provenientes de areas sem histo-

rico de mofo-branco.
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A redugdo do crescimento micelial de S. scle-
rotiorum apresentou diferenga significativa para os
isolados testados, sendo CP21 o melhor, reduzindo
73% do crescimento micelial do patdogeno, seguido
de UFSMT15.1 e CP22, com 63 e 56%, respectiva-
mente. Os resultados desse ensaio variaram de 38 a
73%, corroborando com os dados obtidos por Avila
et al. (2005) que conseguiram porcentagem de inibi-
¢do variando de 30 a 70%. Estudos recentes demons-
tram que espécies de Trichoderma spp. atuam distin-
tamente na inibicdo de S.  sclerotiorum
(QUALHATO et al., 2013). Segundo Lopes et al.
(2012), T. asperellum 11/11 e T. harzianum ALL-42
apresentaram mais de 50% de inibigdo, enquanto que
T. tementosum 36/02, T. asperellum 400/01 e T. te-
mentosum 476-02 menos de 10%. Barakat et al.
(2006), utilizando 69 isolados de Trichoderma spp.
obtidos de diferentes regides da Palestina, obtiveram
47 isolados com significativa redug@o no crescimen-
to micelial de S. sclerotiorum, variando de 20,8 a
66,8%, sendo os mais promissores pertencentes as
espécies T. harzianum, T. pseudokoningii e T. lactea.

Para a confrontagdo direta, os melhores resul-
tados foram evidenciados pelos isolados CP21 e os
armazenados, exceto TC1.15, uma vez que apresen-
taram nota igual ou inferior a 4, na escala de Bell
(1982), enquanto os menos promissores foram os
isolados do grupo SP, considerados pouco eficientes.
Apesar dos isolados CP terem exibido a maior taxa
de crescimento micelial apenas CP21 mostrou desta-
que na confrontacdo direta, sugerindo o envolvimen-
to de mais de um mecanismo de ac¢do, como libera-
¢do de metabolitos ou parasitismo. Vale ressaltar que
o isolado TC1.15 teve lenta taxa de crescimento mi-
celial, igualando-se ao patdgeno, e baixa concentra-
¢do de esporos.mL™', sugerindo que o armazenamen-
to prolongado foi mais prejudicial do que para os
demais.

O melhor desempenho na confrontag@o direta
foi apresentado por UFSMT15.1, UFSMT17, ETS-
R20 e CP21, ja que, segundo Ethur (2006), aqueles
que apresentarem notas variando de 2 a 2,5 podem
ser classificados como eficientes. Louzada et al.
(2009) consideram que um isolado é antagdnico ou
eficiente, quando sua nota é menor ou igual a 3,0.
Esse autor, trabalhando com amostras de solo com
diferentes cultivos, obteve 230 isolados de Tricho-
derma spp., dos quais 111 apresentaram notas meno-
res do que 3 contra S. sclerotiorum, 50 contra Fusa-
rium solani f. sp. phaseoli (Burkholder) Snyder &
Hansen e apenas 24 isolados contra os dois patdge-
nos, ou seja, 10% do total. A variagdo entre as notas
desse ensaio (em que aproximadamente 42% dos
isolados apresentaram eficiéncia antagonica) ocorreu
porque o nivel de controle varia dependendo da
adaptac@o as condigdes bidticas e abidticas especifi-
cas, as quais os isolados sdo submetidos dentro e

entre as espécies do género Trichoderma (DENNIS;
WEBSTER, 1971).

Dados de ensaios in vitro mostram que isola-
dos de 7. harzianum obtidos da rizosfera de plantas
sintomaticas t€ém capacidade ndo apenas para inibir o
desenvolvimento de patdogenos através de metabdli-
tos ndo volateis, como também de parasitar, penetrar
e colonizar as hifas de S. sclerotiorum (ABDULLAH
et al., 2008). Outrossim, Louzada et al. (2009) ressal-
tam que ndo ha relatos na literatura sobre a perda da
diversidade de Trichoderma spp. causada pelo uso
agricola continuo.

Ensaios in vivo

Fora constatado que a presenca de S. sclero-
tiorum no substrato diminui estatisticamente a por-
centagem de germinagdo de sementes de alface, po-
rém a utilizagdo de Trichoderma spp. associado ao
patogeno reduz esse efeito, excetuando-se os isola-
dos UFSMT15.1, CP12, CP21 e SP13 (Tabela 2). A
aplicacdo direta de Trichoderma spp. permite o au-
mento significativo na porcentagem e precocidade de
germinagdo em sementes de tomate, porém quando
armazenados por pelo menos dois meses alguns iso-
lados podem promover decréscimo no stand final das
plantas (TSAHOURIDOU; THANASSOULOPOU-
LOS, 2002). Diante disso, na presenca apenas do
biocontrolador, alguns isolados, os armazenados
UFSMT15.1, TC1.15, ETSR20 e os nativos CP21 e
SP13, manifestaram-se negativamente, diminuindo a
porcentagem de germinacdo de sementes. Um dos
problemas ao tratar sementes com agentes de biocon-
trole é que estes eventualmente afetam negativamen-
te a germinagdo (LUCON, 2009), ja que podem utili-
zar a semente com substrato, colonizando-a.

Diferente dos resultados de germinagdo, a
porcentagem de sobrevivéncia ndo diferiu entre a
testemunha absoluta e a infestada apenas com S.
sclerotiorum. Os isolados UFSMT17, CP11, CP22,
SP23 e SP24 superaram a testemunha absoluta, pro-
movendo ganhos de sobrevivéncia. TC1.15, no en-
tanto, atuou negativamente na auséncia do patdgeno,
ja que foi estatisticamente maior na presenga do mes-
mo. Dos isolados aplicados 75% apresentaram capa-
cidade de aumentar a sobrevivéncia das plantulas na
presenga do patdgeno.

Além disso, cerca de 51% das plantulas teste-
munha contendo apenas o patdogeno sobreviveram 21
dias ap6s a semeadura, comparado com 82% quando
se utilizou o tratamento com 7. harzianum, obtendo
plantulas mais saudéaveis e vigorosas (INBAR et al.,
1996). Esses resultados confirmam os de Abdullah et
al. (2008), que aplicando 7. harzianum nativo em
plantulas de tomate obtiveram mais de 80% no con-
trole de S. sclerotiorum.
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Tabela 2. Emergéncia (%), plantulas sobreviventes (%) e Indice de Velocidade de Emergéncia - IVE para plantulas de alfa-
ce cv. Regina oriundas de sementes tratadas com Trichoderma spp. de diferentes origens, na auséncia e presenca de
S. sclerotiorum. Santa Maria (RS), 2012.

Germinagdo (%) Sobreviventes (%) IVE
Trzchsgierma Controle Infestado® Controle Infestado Controle Infestado
Testemunha 73 aA! 53 bB 50 bA 52 bA 1,44 aA 0,80 bB
UFSMT15.1 51 bA 53 bA 39 bA 47 bA 0,81 bA 0,99 bA
UFSMT17 74 aA 77 aA 69 aA 71 aA 1,50 aA 1,82 aA
TC1.15 42 bB 66 aA 36 bB 56 aA 0,80 bA 1,16 bA
ETSR20 60 bA 74 aA 47 bA 64 aA 1,56 aA 1,91 aA
CP112 80 aA 73 aA 76 aA 66 aA 1,62 aA 1,46 aA
CP12 76 aA 41 bB 54 bA 40 bA 1,74 aA 1,44 aA
CP21 62 bA 47 bA 56 bA 40 bA 1,43 aA 0,82 bA
CP22 70 aA 70 aA 62 aA 63 aA 2,02 aA 1,03 bB
SP133 62 bA 58 bA 51 bA 56 aA 1,75 aA 1,01 bB
SP23 78 aA 65 aA 67 aA 60 aA 2,26 aA 1,51 aB
SP14 65 aA 76 aA 51 bA 59 aA 1,60 aA 1,87 aA
SP24 67 aA 65 aA 60 aA 64 aA 1,65 aA 1,26 bA

CV (%) 19,73 24,66 31,25

'Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha nio diferem estatisticamente, segundo o teste
de Scott-Knott (P<0,05); “Infestado: substrato infestado com S. sclerotiorum *CP: isolados proveniente de 4reas com histo-
rico de mofo-branco; 3SP: isolados proveniente de areas sem historico de mofo-branco.

Os resultados do IVE (Tabela 2) confirmam
que a presenca do patdgeno ¢ prejudicial ao desen-
volvimento inicial de mudas de alface, visto que as
testemunhas com e sem inoculagdo do patogeno dife-
riram estatisticamente entre si, bem como CP22,
SP13 e SP23, que também foram significativamente
menores quando comparados aos mesmos tratamen-
tos na auséncia do patéogeno.

Com excecdo dos isolados UFSMTI15.1 e
TC1.15, os quais foram significativamente menores
do que a testemunha absoluta para a variavel IVE, os
demais apresentaram capacidade de promover ga-
nhos na velocidade de germinagdo. Sementes de to-

germinagdo (MASTOURI et al., 2010).

O tratamento com Trichoderma spp. promo-
veu ganhos de comprimento da parte aérea nas plan-
tulas de alface de até 1,16 cm ou 34% em relagdo a
testemunha absoluta, sugerindo que o mesmo atua
como promotor de crescimento (Tabela 3). Na pre-
senca de S. sclerotiorum os isolados UFSMTI15.1,
TC1.15, CP21, CP22, SP13, SP23 e SP24 ndo apre-
sentaram bons resultados. Tsahouridou e Thanassou-
lopoulos (2002) reforcam que o tamanho de plantulas
inoculadas com Sclerotium rolfsii e tratadas com
Trichoderma spp. foram maiores em todos os trata-
mentos utilizados e com maior matéria seca do que

mate cv. Jubilee tratadas com T22 (7. harzianum) nos tratamentos controle.

também tiveram aumento na velocidade de

Tabela 3. Crescimento da parte aérea (CPA), crescimento do sistema radicular (CSR), matéria seca da parte aérea (MSPA)
e do sistema radicular (MSSR) e matéria seca total (MST) para plantulas de alface cv. Regina oriunda de sementes tratadas
com Trichoderma spp. obtidos de diferentes origens, na auséncia e presenca de S. sclerotiorum. Santa Maria (RS), 2012.

CPA (cm) CSR (cm) MSPA* (g) MSSR? () MST*(g)
Trzcl;;ierma Cont.! Infestado> Cont. Infestado Cont. Infestado Cont. Infestado Cont. Infestado
Testemunha  344bA° 3,70aA 2,70bB 468aA 025cA  0072aA  0007aA  0017cA 0032cA 0089bA
UFSMTI5.1 304bA 301bA 235bA 1L34bA 025cA  0012bA  0007aA  0002cA 0032cA 0014cA
UFSMT17 3%2aA 3,70aA 236bB 439aA 0M5cB  0l02aA  0010aB  0067aA 0055cB 0169aA
TC1.15 328bA 296bA 240bA 201bA 0040cA  0020bA  0007aA  0002cA 0047cA 002cA
ETSR20 368bA 395aA 268bB 485aA 0077bA  0085aA  0007aA  0020cA 00&4cA 0097bA
cpr11° 460aA 3,70aB 253A 251bA 0057cA 0092aA  002aA  0010cA 0059cA 0,104bA
CP12 429aA 368aA 428aA  297bA 0157aA  0037bB  0030aA  0002cA 0,1872A 0038cB
CP21 348bA 308bA 244bA 234bA 002cA  0027bA  0012aA  0005cA 0074cA 0032cA
CP22 3902A 3156B 332aA  240bA 002bA  0027bA  0005aA  0007cA 0089bA 0034cA
SP13° 386aA 320bA 373aA  4]13aA 0087bA  0]40aA  002aA  0032bA 0,109bA 0172aA
SP23 406aA 303bB 290bA 369aA 0035bA  009%0aA  0025aA  00M45bA  0110bA  0I35bA
SP14 306bA 3,76aA 20968 372aA 0035cA  0062aA  0003aA  0017cA 0038cA 0079bA
SP24 345bA 331bA 237bB 391aA 0057cA  0077aA  0007aA  0010cA 0064cA 0087bA
CV (%) 14,36 29,38 2,93 1,55 3,64

ICont.: tratamentos controle, sem S. sclerotiorum; *Infestado: substrato infestado com S. sclerotiorum; *Médias seguidas pela mesma letra
mintiscula na coluna e maitiscula na linha nio diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05); *Andlise estatistica reali-
 —
yxr+0.5
zada com dados transformados em ; SCP: isolados proveniente de areas com histérico de mofo-branco; °SP: isolados proveni-
ente de areas sem historico de mofo-branco.
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Para a varidvel crescimento do sistema radi-
cular fora observado que as plantulas cultivadas em
substrato infestado com S. sclerotiorum foram supe-
riores a testemunha absoluta, o que pode ter permiti-
do as plantulas desencadear uma resposta contra o
patogeno, forgando o crescimento das raizes em bus-
ca de nutrientes para fugir do ataque fingico. Nas
plantulas tratadas apenas com Trichoderma spp. os
isolados CP12, CP22 e SP13 se destacaram, sugerin-
do que estes atuam como promotores de crescimento
do sistema radicular, ja que permitiram ganhos de até
1,58 cm quando comparados as médias da testemu-
nha absoluta.

Nas plantulas tratadas com o biocontrolador
na auséncia do patdgeno verificou-se que UFSMT17,
ETSR20, SP14 ¢ SP24 tiveram valores para o siste-
ma radicular estatisticamente iguais a testemunha
absoluta, porém menores do que os seus correspon-
dentes cultivados em substrato infestado com S. scle-
rotiorum, dando indicios que os referidos isolados
agiram mais ativamente na presenca do que na au-
séncia do patégeno no substrato. Conforme sugerido
por Pinto et al. (2011), pode ser uma caracteristica
especifica da alface cv. Regina, ja que também rela-
taram maiores resultados para plantas cultivadas na
presenca de fitopatdgenos, sugerindo que essa culti-
var, em especial, pode ter moderada resisténcia a
infec¢des fungicas.

Todos os isolados do grupo CP, UFSMT15.1
e TCI1.15 foram estatisticamente inferiores a teste-
munha na presenga de S. sclerotiorum. Em especial,
os dois ultimos repetiram-se como ineficientes con-
troladores do patdogeno, assim como no crescimento
da parte aérea. Segundo Mastouri et al. (2010), Tri-
choderma spp. sdo favorecidos pela presenca de rai-
zes, as quais colonizam facilmente, e aqueles que
colonizam melhor a rizosfera podem ser adicionadas
ao solo ou em sementes por qualquer método.

A promog¢do de crescimento desempenhada
por Trichoderma spp. € confirmada pelos resultados
obtidos para o peso de matéria seca da parte aérea
em plantas cultivadas na auséncia do patégeno, com
destaque para CP12, com ganhos significativos em
relacdo a testemunha absoluta, seguido de ETSR20,
CP22, SP13 e SP23. Assim como Pinto et al. (2011)
relatam que plantas de alface ndo inoculadas com S.
sclerotiorum apresentaram menores médias de maté-
ria seca da parte aérea do que as inoculadas verificou
-se também que a testemunha inoculada apenas com
S. sclerotiorum obteve melhor média.

Para os dados de matéria seca do sistema radi-
cular, na auséncia do patdgeno, os isolados de T7i-
choderma spp. ndo mostraram diferencas significati-
vas em relagdo a testemunha absoluta, porém UFSM-
T17 foi estatisticamente menor do que o seu corres-
pondente na presenga de S. sclerotiorum. Na presen-
¢a do patogeno, o mesmo isolado UFSMT17 foi o
melhor, seguido por SP13 e SP23, com os demais
igualando-se estatisticamente a testemunha. Em solo
infestado por Pythium spp. ocorreu reducdo da maté-

ria seca do sistema radicular em mudas de tomate,
enquanto em sementes tratadas com 7. harzianum as
plantulas tiveram aumento de 46% quando compara-
das a testemunha absoluta (MASTOURI et al.,
2010).

Confirmando o potencial de biocontrole exer-
cido pelos isolados de Trichoderma spp., CP12 obte-
ve maior média para a matéria seca total em plantu-
las de alface cultivadas apenas com o biocontrolador,
enquanto em substrato infestado com S. sclerotiorum
os isolados UFSMT17 e SP13 foram os melhores. Os
isolados UFSMT15.1, TCI1.15, CP21 e CP22 apre-
sentaram resultados insatisfatorios, sendo estatistica-
mente menores do que a testemunha infestada com o
patogeno, sugerindo que os mesmos ndo sdo bons
controladores de damping-off causado por S. sclero-
tiorum em plantulas de alface.

CONCLUSOES

Dos oito isolados nativos de Trichoderma
identificados dois pertencem a espécies 7. koningio-
psis e seis a T. asperellum. Todos os isolados de Tri-
choderma spp. utilizados foram eficazes na redugéo
do crescimento micelial de S. sclerotiorum em meio
de cultura, independente de sua origem.

Os isolados utilizados foram eficientes no
controle de S. sclerotiorum, proporcionando maiores
porcentagens de sobrevivéncia de plantulas de alface
microbiolizadas, além de promoverem ganhos de
matéria seca da parte aérea. No entanto, os isolados
armazenados apresentaram redugdo na viabilidade
tanto in vitro quanto in vivo, devendo-se optar, sem-
pre que possivel, por isolados nativos oriundos de
areas onde foi constatada a presenca da doenga em
questao.
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