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O fungo Sclerotinia sclerotiorum é responsavel por perdas significativas na producédo de alface. Por se
tratar de um fungo de solo, seu manejo é dificultado, sendo uma alternativa, o uso do controle
biolégico utilizando espécies do género Trichoderma. Dentre os muitos fatores que podem interferir
no desempenho desse antagonista, a origem dos isolados e 0 armazenamento sdo ainda pouco
estudados. Pouco se sabe também a respeito de como isolados de Trichoderma spp. obtidos de areas
com e sem historico da doenca mofo-branco e isolados armazenados podem afetar o controle de
doencas e o crescimento em alface. Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram quantificar
populacbes de espécies do género Trichoderma em solo adjacente as raizes de alface, em areas
comerciais com e sem histdrico de mofo-branco, avaliar a velocidade de crescimento e antagonismo in
vitro dos isolados de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum, examinar o antagonismo in vivo de S.
sclerotiorum utilizando isolados de Trichoderma spp. nativos obtidos em areas comerciais com e sem
histérico de mofo-branco e isolados armazenados, em plantulas e plantas de alface, além de identificar
em nivel de espécie os isolados de Trichoderma spp. utilizados. Os ensaios foram realizados no
laboratério de fitopatologia da UFSM e em casa de vegetacdo na cidade de Santa Maria, RS, Brasil.
Os parametros avaliados foram crescimento micelial dos isolados, esporulagdo de Trichoderma spp. e
confrontacdo direta com o patégeno in vitro. J& in vivo foram avaliados germinacdo, % de plantas
sobreviventes, severidade da doenca, nimero de folhas, crescimento de parte aérea e do sistema
radicular, matéria seca da parte aérea e do sistema radicular e matéria seca total no cultivo de alface.
Os resultados indicam que a populagdo de Trichoderma spp. é diferente entre as reas amostradas com
e sem histérico de mofo-branco e que os isolados de Trichoderma spp. oriundos de areas com
historico da doenca, tiveram maior velocidade de crescimento micelial quando comparado aos
isolados obtidos de areas sem histdrico e aos armazenados. Resultados in vitro apontam que a maior
esporulacdo, medida em esporos.mL™, foi apresentada por UFSMT15.1, UFSMT17 e CP22, e, que 0s
isolados armazenados apresentaram melhores respostas na confrontacdo direta contra S. sclerotiorum.
Para a producéo em larga escala, os isolados CP12, CP21, SP13 e SP24 apresentaram-se como boas
alternativas. O fornecimento de Trichoderma spp. promoveu plantulas de alface de boa qualidade e
controle eficiente do patdgeno, sendo os isolados CP21 e SP24 capazes de reduzir a severidade dos
danos causados por S. sclerotiorum em plantas de alface. Atuaram influenciando positivamente o
crescimento em plantas de alface os isolados UFSMT15.1, TC1.15, ETSR20 e SP13 na auséncia,
enquanto UFSMT15.1, CP22 e SP13 apresentaram bons resultados na presenca do patdgeno. No
entanto, os isolados de Trichoderma spp. nativos obtiveram maiores populagdes no substrato cultivado
com plantas de alface, do que os isolados armazenados.

Palavras-chave: controle biolégico; mofo-branco; Lactuca sativa L; promocdo de
crescimento.
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The fungus Sclerotinia sclerotiorum is responsible for significant production losses in lettuce. Because
it is a soil fungus, its management is difficult and an alternative, is the use of biological control using
species of the genus Trichoderma. Among the many factors that can interfere with the performance of
this antagonist, the origin of the isolates and storage are still poorly studied. Little is also known about
how Trichoderma spp. isolates obtained from areas with and without a history of white mold disease
and stored isolates can affect disease control and growth in lettuce. Thus, the objectives of this study
were to quantify populations of species of the genus Trichoderma in soil adjacent to the roots of
lettuce in commercial areas with and without a history of white mold, evaluate the growth rate and in
vitro antagonism of Trichoderma spp. and S. sclerotiorum, examine the in vivo antagonism of S.
sclerotiorum using natives Trichoderma spp. isolates obtained from commercial areas with and
without a history of white mold and stored isolates on seedlings and plants of lettuce, and to identify at
the level species the isolates of Trichoderma spp. used. Assays were performed in the laboratory of
phytopathology at UFSM and in a greenhouse at the town of Santa Maria, RS, Brazil. The parameters
evaluated were mycelial growth of the isolates, sporulation of Trichoderma spp., and direct
confrontation with the pathogen in vitro. In vivo were evaluated germination, % of surviving plants,
disease severity, number of leaves, shoot and root growth dry matter of shoot and root, and total dry
matter of lettuce. The results indicate that the population of Trichoderma spp. is different between
sampling sites with and without a history of white mold and that Trichoderma spp. isolates from areas
with a history of the disease had higher mycelial growth rates when compared to isolates from areas
with no history and to isolates stored. In vitro results indicate that highest sporulation, as esporos.mL™,
was presented by UFSMT15.1, UFSMT17 and CP22, and that the isolates stored showed better
responses in direct confrontation against S. sclerotiorum. For large scale production, the isolates CP12,
CP21, SP13 and SP24 were found to be good alternatives. Trichoderma spp. promoted lettuce
seedlings of good quality and a good control of the pathogen, being the isolates SP24 and CP21 able to
reduce the severity of damage caused by S. sclerotiorum in lettuce. The isolates UFSMT15.1, TC1.15,
ETSR20 and SP13 influencing positively the growth of lettuce in the absence, while UFSMT15.1,
SP13 and CP22 showed good results in the presence of the pathogen. However, native isolates of
Trichoderma spp. had higher populations on the substrate cultivated with lettuce than the stored
isolates.

Key words: biological control; white mold; Lactuca sativa L; growth promotion.
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INTRODUCAO

Devido a sua grande capacidade de adaptacdo as diversas condi¢Bes climéticas
encontradas em solos brasileiros, também considerando a capacidade de cultivos sucessivos
em um mesmo ano, a alface (Lactuca sativa L.) tem se configurado como uma das hortalicas
mais cultivadas no Brasil. Tendo sua comercializacdo assegurada, torna-se a hortalica de
plantio preferido pelos produtores de agricultura familiar e sua producdo é geralmente restrita
aos cinturdes verdes, situados préximos aos centros urbanos.

No entanto, ha uma doenca limitante para a cultura conhecida popularmente como
mofo-branco, causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, causando perdas de
producédo de aproximadamente 75% e em casos mais severos podendo chegar a 100%. Esse
fungo encontra-se mundialmente distribuido, concentrando-se em regides de clima temperado
e subtropical, causando perdas ndo sé em hortalicas como também em grandes culturas como
soja, feijao, amendoim e girassol.

A infeccdo causada pelo fungo ocorre principalmente devido aos esclerddios,
estruturas de resisténcia que apresentam capacidade para permanecerem viaveis no solo por
longos periodos de tempo, podendo passar de 10 anos. Isso preocupa muitos produtores, uma
vez que S. sclerotiorum apresenta uma larga gama de hospedeiros, atingindo mais de 400
espécies, o0 que dificulta o seu controle através da rotacdo de culturas. A inexisténcia de
cultivares de alface resistentes ao fungo aumenta os problemas para os agricultores.

Nos estagios iniciais da doenca ocorre a murcha das folhas basais, que frequentemente
caem no solo desenvolvendo um micélio cotonoso tipico, no qual had a formacdo dos
esclerddios, tornando-se a principal fonte de indculo para cultivos subsequentes. Diferentes
formas de controle tém sido utilizadas a fim de reduzir a incidéncia da doenca, sendo mais
usuais as praticas culturais e a aplicacdo de fungicidas, tais como, dicloran, iprodione,
vinclozolin e, mais recentemente, fludioxinil e fluazinam, que tém sido ineficientes no
controle da doenca, j& existindo relatos de resisténcia a iprodione e vinclozolin sob condig¢des
laboratoriais.

Diante do exposto, os problemas causados por fungicidas encorajam produtores e
pesquisadores a buscarem préaticas alternativas de controle. Nesse sentido, diversos estudos
envolvendo estratégias de controle bioldégico no manejo de S. sclerotiorum tém sido

realizados, utilizando fungos micoparasiticos com habilidade para degradar hifas e
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esclerddios. Os mais comuns pertencem ao género Trichoderma e sdo largamente utilizados
em nivel de campo, devido aos seus diversos mecanismos de acdo, incluindo competicdo por
nutrientes, producdo de metabolitos volateis e ndo volateis e producéo de enzimas hidroliticas.
Na pratica, Trichoderma spp. apresenta excelente competéncia rizosférica, fato que se reflete
em vantagem no controle de fitopatdgenos de solo, visto que um agente de biocontrole ndo
pode competir por espaco e nutrientes se ndo tiver capacidade para se desenvolver na
rizosfera.

A rizosfera das plantas € o local de crescimento de muitos agentes de biocontrole,
assim como o local de infecgdo de vérios fitopatdgenos, resultando na interacdo patdgeno-
antagonista que, por fim, mantém a atividade de espécies do género Trichoderma presentes no
solo. O entendimento do ambiente rizosférico de diferentes espécies vegetais, bem como, de
plantas doentes e sadias, torna-se um importante aliado para compreender a eficicia dos
agentes de biocontrole para que, diante da utilizacdo de um manejo adequado, se alcance uma
diversificagdo do micro-habitat, tornando-o mais favordvel aos micro-organismos
antagobnicos.

A eficacia do uso de Trichoderma spp. como agente de biocontrole requer um
entendimento aperfeicoado da ecologia da rizosfera, uma vez que tais fungos sdo ubiquos e a
sua colonizagdo é seriamente afetada pela presenca de substratos organicos no solo. Com isso,
um melhor entendimento da sua dindmica populacional pode oferecer importante artificio no
uso dessas populacdes em sistemas de producdes agricolas. Mesmo assim, os efeitos positivos
dos agentes bioldgicos ndo sdo limitados ao controle de doencas, muitas espécies também
atuando como promotoras de crescimento e de desenvolvimento de plantas. No entanto, ainda
ha deficiéncia na literatura sobre a caracterizacdo desse fungo antagonista em &reas com
cultivo de hortalicas, em especial de alface, na presenca e auséncia da doenca mofo-branco.

Apesar do uso constante de Trichoderma spp. no controle de doencgas, existem poucas
informacdes sobre a sobrevivéncia e a manutencdo da atividade desses organismos sob
condic¢des de armazenamento. Para um eficiente programa de controle de doencas € de suma
importancia conhecer a viabilidade desses micro-organismos, visto que constantes repicagens
podem causar alteracBes na viruléncia e decréscimo de sua atividade antagbnica. Nesse
sentido, isolados de Trichoderma spp. nativos tém se mostrado mais eficientes no controle de
doencas do que isolados comerciais armazenados. E possivel que haja uma diversificacdo na
eficiéncia desses isolados nativos, no biocontrole de S. sclerotiorum e crescimento de alface,

utilizando Trichoderma spp. obtidos de areas com e sem histérico de mofo-branco.
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Diante do exposto, pondo em questdo o patossistema “S. sclerotiorum — alface” os

objetivos deste trabalho foram:

- Quantificar a populacdo de Trichoderma spp. em solo adjacente as raizes de alface, em areas
de cultivo sucessivo, com histérico de mofo-branco;

- quantificar a populagdo de Trichoderma spp. em solo adjacente as raizes de alface, em areas
de primeiro cultivo de hortalicas, sem historico de mofo-branco;

- avaliar em meio de cultura a velocidade de crescimento dos isolados de Trichoderma spp. e
S. sclerotiorum;

- examinar in vitro o antagonismo de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum utilizando
isolados do antagonista nativos, obtidos em areas comerciais com e sem histérico de mofo-
branco e isolados armazenados;

- examinar in vivo o antagonismo de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum utilizando
isolados do antagonista nativos, obtidos em areas comerciais com e sem histérico de mofo-
branco e isolados armazenados, no cultivo de plantulas e plantas de alface;

- identificar, em nivel de espécie, os isolados de Trichoderma spp. utilizados nos ensaios.
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BIOCONTROLE DE S. sclerotiorum in vitro UTILIZANDO Trichoderma
spp. DE DIFERENTES ORIGENS

1. INTRODUCAO

Originaria da Asia, a alface (Lactuca sativa L.) chegou ao Brasil através dos
portugueses no século XVI (TRANI et al., 2005). Pertencente a familia Asteraceae, é
considerada a hortalica folhosa mais importante na alimentagéo do brasileiro (YURI et al.,
2002), além de estar entre as mais consumidas no mundo (GOMES et al., 2008). De grande
importancia na alimentacdo humana, a alface, destaca-se principalmente, como fonte de
vitaminas e sais minerais (COMETTI et al., 2004) e por seu baixo valor calérico. Sendo
bastante utilizada em dietas balanceadas, é frequentemente recomendada por nutricionistas.

De clima temperado, a cultura melhor se adapta as temperaturas baixas, enquanto a
méaxima toleravel fica em torno de 30 °C a minima situa-se em 6 °C. A umidade relativa mais
adequada ao bom desenvolvimento da alface varia de 60 a 80%, porém quando muito elevada
favorece a ocorréncia de doencas, que constitui um sério problema para seu cultivo em
ambiente protegido (CERMENO, 1990). Sdo conhecidos aproximadamente 75 tipos de
doencas para a cultura, devendo ser evitado quando possivel o uso de agrotoxicos no controle
fitossanitario, visto que estes quando usados repetidas vezes, deixam residuos nas plantas e no
solo (FILGUEIRA, 2008). A grande suscetibilidade da alface as doencas torna-se um fator
limitante para a producéo dessa hortalica nas principais regides produtoras do Brasil.

No estado do Rio Grande do Sul, a alface € produzida durante todo o ano, havendo, no
entanto, dois periodos com condig¢des climaticas pouco favoraveis: o verdo, quando ocorrem
elevadas temperatura do ar e radiagéo solar, beneficiando o florescimento precoce, e 0 inverno
com ocorréncia de baixas temperaturas e chuvas prolongadas que podem retardar o seu
crescimento (SEGOVIA et al., 1997). Esse ultimo apresenta as condicGes ideais para o
desenvolvimento do fungo S. sclerotiorum, causador de uma das principais doencas da
cultura, o mofo-branco. No Brasil, a ocorréncia dessa doenca foi registrada pela primeira vez
em 1921, no estado de Sao Paulo na cultura da batata (Solanum tuberosum L.) e desde entdo

tem sido relatada em diversas regides do pais.
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O fungo S. sclerotiorum causa uma série de sintomas, que vao das podriddes de pré e
pos-emergéncia, damping-off, murcha das folhas, podriddo do colo, raiz e coroa até necrose
total dos tecidos (KIMATI et al., 2005), causando perdas significativas desde os estadios
iniciais de desenvolvimento de diversas culturas, caso ndo haja a prevencdo e/ou o controle
adequados. Em alface, a infeccdo normalmente tem inicio nas folhas préximas a superficie do
solo, aparecendo na forma de podridGes aquosas, que atingem os peciolos e causam a morte
das folhas, que murcham e prostram-se no solo.

Uma caracteristica tipica do ataque desse fungo em alface é o aparecimento de micélio
cotonoso (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006) nos tecidos mais velhos da planta,
ocorrendo subsequentemente a perda da chamada “saia” da alface, ou seja, as folhas basais
colapsam, e frequentemente desenvolvem esclerodios de véarias formas e tamanhos. Tal
processo infectivo impede a translocacdo de nutrientes para tecidos mais novos, limitando
assim o desenvolvimento da planta (SAHARAN; MEHTA, 2008). De modo geral, a infec¢édo
por S. sclerotiorum também pode viabilizar a ocorréncia de bactérias e fungos oportunistas,
que apodrecem e rotineiramente matam as plantas.

Em virtude de dificuldades como a falta de resisténcia varietal de alface a S.
sclerotiorum (LI; HUANG; ACHARYA, 2003), resisténcia a fungicidas por popula¢des do
patdgeno, acimulo de residuos deixados por agroquimicos no meio ambiente e com 0 avango
do sistema de producdo organica, ha o interesse na busca por praticas de controle alternativas.
De acordo com Vieira et al. (2001), o controle desse fitopatdgeno pode ser realizado por meio
de fungicidas, porém, esse método apresenta uma eficacia duvidosa, pois ndo consegue
controlar a doenca sob condic¢des de alta infestacdo. Desse modo, uma alternativa para o
manejo da doenca é a aplicacdo de micro-organismos antagonistas, que visam a reducdo do
potencial de indculo na area, pela capacidade parasitica a esclerodios e apotécios.

O género Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) constitui o grupo de
agentes de biocontrole de fitopatdgenos mais estudado no mundo. Esta entre os fungos mais
comuns existentes na natureza, podendo ser encontrado em diversos ecossistemas, desde
tundra a ambientes tropicais. Sua capacidade de sobreviver em diferentes regides pode ser
atribuida a diversidade de metabdlitos produzidos e pela agressividade natural (LOPES et al.,
2012). Dentre as espécies desse género, Trichoderma harzianum Rifai é a que apresenta o
maior numero de individuos e a maior distribuicdo (SAMUELS, 2006), tendo capacidade para
agir diretamente sobre S. sclerotiorum.

O primeiro caso reportado de controle bioldgico utilizando espécies do género
Trichoderma, data dos anos 30 (WEINDLING, 1932), em que Trichoderma lignorum (Tode)
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Harz foi descrito micoparasitando Rhizoctonia solani J. G. Kihn em mudas de citros.
Weindling descobriu que T. lignorum, em certas circunstancias, atuava como competidor por
nutrientes e dois anos depois (WEINDLING, 1934) relatou que a espécie produzia um
principio letal. J& nos anos 40, Weindling (1941) chamou esse principio de gliotoxina e
provou sua toxicidade a R. solani e Sclerotinia americana Norton & Ezekiel. Anos depois,
descobriu-se que tal composto ndo era produzido por T. lignorum, mas por Gliocladium
virens (Milller, Giddens & Foster) von Arx (WEBSTER; LOMAS, 1964) espécie esta, que
posteriormente foi renomeada para Trichoderma virens (Milller, Giddens & Foster) von Arx
(REHNER; SAMUELS, 1994).

Trichoderma spp. também possuem diversos mecanismos de acdo contra patdgenos
que incluem: competicdo por nutrientes e espaco; secrecdo de compostos antibidticos tais
como trichodermina, tricotecenos, trichorzianinas ou gliotoxinas; efeitos toxicos indiretos
devido aos compostos volateis, além de apresentarem capacidade micoparasitica
(BROZOVA, 2004). O micoparasitismo é baseado na relagido que um fungo tem de obter
direta ou indiretamente nutrientes pela invasdo de outro fungo (GAO, 2005) e a habilidade de
um fungo em parasitar outro é parcialmente determinada pelas condi¢es fisicas, quimicas ou
nutricionais (BENITEZ et al., 2006). Essa interacio inicia-se pelo quimiotropismo, quando
substancias quimicas produzidas pelo patégeno estimulam o crescimento das hifas do
antagonista em sua direcdo (CHET; HARMAN; BAKER, 1988).

Em estudos realizados in vitro, Viterbo et al. (2002) relatam que isolados de
Trichoderma spp. nativos sdo mais agressivos do que 0s armazenados. Testes in vivo mostram
que T. harzianum nativos sdo mais efetivos no controle do patégeno do que cepas comerciais
armazenadas (ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008). Em contrapartida estudos anteriores
afirmam que esporos de Trichoderma atroviride Karst P1 permanecem pelo menos um ano
armazenados sem perda de viabilidade (HIELJORD; TRONSMO, 2003). A importancia da
utilizacdo de estirpes de Trichoderma spp. nativas de uma determinada regido é evidenciada
principalmente pela adaptabilidade as condigdes ambientais a que sdo submetidas
(RABEENDRAN et al., 2006).

O controle bioldgico destaca-se ndo s6 por sua capacidade de interferir na relagcdo
patogeno-hospedeiro, mas também por intervir na comunidade antagonista, na microflora
adjacente aos locais de infecgdo e na sua interagdo com todo o agroecossistema (SAITO et al.,
2009). Adicionalmente, em sistemas organicos ha grande possibilidade de descoberta de
agentes microbianos benéficos com persisténcia e atividade superiores aos obtidos em

sistemas convencionais (SILVA et al., 2009). Informagdes sobre a influéncia da comunidade



21

de fungos antagonistas em &reas de producdo organica, com e sem historico de mofo-branco,
ainda sdo pouco frequentes na literatura.

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo:
- Quantificar a populacdo de Trichoderma spp. em solo adjacente as raizes de alface, nas areas
amostradas de cultivo sucessivo, com histérico de mofo-branco;
- quantificar a populacdo de Trichoderma spp. em solo adjacente as raizes de alface, nas areas
amostradas de primeiro cultivo de hortalicas, sem historico de mofo-branco;
- avaliar a taxa de crescimento micelial dos isolados de S. sclerotiorum e Trichoderma spp.
em meio de cultura;
- avaliar in vitro o antagonismo de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum utilizando isolados
do antagonista nativos, obtidos em areas comerciais com e sem historico de mofo-branco e
isolados armazenados;

- identificar, em nivel de espécie, os isolados de Trichoderma spp. utilizados nos ensaios.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia Dra. Elocy Minussi,
pertencente ao Centro de Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) — RS, no periodo de agosto de 2011 a outubro de 2012. As coletas de solo foram
realizadas em quatro areas comerciais de duas propriedades no distrito de Arroio Grande
(Figura 1), pertencente ao municipio de Santa Maria/RS, com as seguintes coordenadas
geograficas: Propriedade 1 (29°39°50,31”’S; 53°39°2,40”W) e Propriedade 2 (29°39°22,14”’S;
53°39°1,24”W).



Figura 1 Areas de producdo de hortalica em Arroio Grande — Santa Maria/RS. A)
Propriedade 1; B) Propriedade 2. (Fonte: Google Earth, 2012). Santa Maria, RS. 2012

2.1 Coletas de solo

Oito amostras de solo foram coletadas em quatro areas comerciais do distrito de
Arroio Grande — Santa Maria/RS, cada uma sendo composta por quatro subamostras obtidas
em zigue-zague dentro das areas de cultivo organico de alface. Quatro amostras foram coletas
de solo em areas onde foi constatada a presenca da doenca mofo-branco e quatro amostras em
areas de primeiro cultivo da hortalica, que antes do plantio estavam em pousio e ndo
apresentavam histdrico da doenca (Tabela 1). O solo foi retirado com o auxilio de uma pé de
corte, coletando-se sempre raizes com o solo aderido. Em seguida, realizou-se a separacao
desse material, utilizando-se apenas o solo que foi acondicionado em sacos plasticos e levado
ao laboratério. As amostras de solo permaneceram sob refrigeracdo até serem usadas nos

ensaios de quantificacdo e isolamento de Trichoderma spp.
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Tabela 1 Descri¢do das amostras de solo. Santa Maria, RS. 2012

Amostra Areas S. sclerotiorum

CP11 1

CP21 Com mofo-branco
CP12 5

CP22

SP13 3

Sp23 Sem mofo-branco
SP14 4

SP24

2.2 Quantificacdo da populacéo de Trichoderma spp. presente nas amostras de solo

A partir das oito amostras de solo coletadas, realizou-se a quantificacdo das Unidades
Formadoras de Colonia por grama de solo (UFC.g™*), com o objetivo de verificar e quantificar
a presenca de Trichoderma spp., permitindo a comparagdo do nimero de UFC.g™ presentes
nas amostras de solo com e sem histérico da doenca mofo-branco.

Para as diluicdes seriais, 10 g de solo foram diluidos em 90 mL de &gua destilada
esterilizada, acrescido de duas gotas de espalhante adesivo (Tween® 80), em frascos que
permaneceram em agitador mecanico tipo Fisher — Flexa Mix™ (USA) durante 5 min. Dessa
suspensdo inicial, uma diluigdo de 10 vezes foi realizada, ou seja, 1 mL da solucdo foi
acrescentado em um tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua destilada e esterilizada. Dessa
solucdo, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA), acrescido de sulfato de estreptomicina (1 mL/100 mL de meio).
A suspenséo foi espalhada sobre o meio de cultura com o auxilio de uma alca de Drigalski, e
as placas incubadas em cdmara BOD a 24 °C e fotoperiodo de 12 h, por quatro dias. Apds o
periodo de incubacéo, foi realizada a quantificacdo das UFC.g™ de Trichoderma spp., com o
auxilio do Contador de Colénias CP 600 Plus, através da contagem das UFC presentes no

meio de cultura.
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2.3 Obtenc&o de isolados de Trichoderma spp.

Foram utilizados 12 isolados de Trichoderma spp., dos quais quatro estavam
armazenados na micoteca da UFSM e os oito restantes obtidos um de cada amostra de solo
coletadas. Dos quatro isolados armazenados, dois foram coletados e identificados por
Menezes (2007), sendo eles UFSMT15.1 e UFSMT17, em funcéo das respostas positivas ao
biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi, os quais se encontravam
armazenados em geladeira com temperatura de 4 °C em frascos de vidro hermeticamente
fechados, contendo discos de meio BDA com estruturas dos fungos imersas em &gua estéril.
Para a identificacdo, foi realizada a caracterizacdo molecular, o isolado UFSMT17 possui
99% de similaridade filogenética com a espécie Trichoderma aureoviride Rifai e o isolado
UFSMT15.1 com Trichoderma koningiopsis Samuels, Suarez & Evans. O isolado ETSR20
foi obtido por Ethur (2006), a partir de coletas em solo rizosférico de tomateiro cultivado em
horta e estufa, com excelente potencial antagbnico a Fusarium solani (Mart.) Hans. A
identificacdo morfoldgica do isolado confirmou que o mesmo pertence a espécie T.
harzianum. J& o isolado TC1.15 foi obtido a partir de solo coletado de &rea comercial com
cultivo de crisantemo (OLIVEIRA, 2007) com historico de mofo-branco, porém o mesmo néo
havia sido identificado pela autora.

Para a obtencdo dos oito isolados nativos de Trichoderma spp., sendo quatro de areas
com histérico de mofo-branco e quatro de areas sem histérico, foi usado o método de iscas
(GHINI; KIMATI, 1989). Este método consiste na utilizacdo de trouxas feitas com gaze
hidréfila (13 fios.cm?;, 7,5 cm x 7,5 cm com quatro dobras) e barbante, contendo cinco
esclerodios de S. sclerotiorum cada uma (ETHUR et al., 2005), enterradas em 400 g de solo,
de cada area amostrada, depositados em copos de Becker com capacidade para um litro. O
solo foi previamente umedecido com 10 mL de agua destilada e esterilizada e os copos de
Becker cobertos com papel aluminio, mantidos em temperatura camara climatizada (com
variacdo de 25 a 28 °C), sem a incidéncia direta da luz.

Decorrido um periodo de 30 dias de incubag&o, as trouxas foram retiradas do solo e os
esclerodios foram imersos, por um minuto, em alcool (70%) e hipoclorito de sodio (0,5%).
Em seguida, foram lavados trés vezes em agua destilada e esterilizada, deixando secar sobre
papel-filtro esterilizado. Depois de secos, foram transferidos para placas de Petri contendo

meio BDA e mantidos em camaras BOD por sete dias.
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Os fungos que cresceram com micélio caracteristicos de Trichoderma spp.,
encontrados nos esclerddios, foram repicados para placas de Petri com meio BDA. Apés o
isolamento desses fungos foi confirmada sua identificacdo, em nivel de género, feita com o
auxilio de microscopio estereoscopico e otico, conforme literatura (BARNETT; HUNTER,
1999). Foi selecionado um isolado de cada &rea amostrada, contabilizando assim, quatro
isolados obtidos de &reas com historico de mofo-branco, quatro de areas sem histérico da
doenca e quatro isolados que estavam armazenados na colecdo da UFSM, totalizando 12

isolados de Trichoderma spp.

2.4 Obtencao do isolado de S. sclerotiorum

O isolado de S. sclerotiorum foi obtido a partir de um esclerédio coletado de alface
infectada com mofo-branco, o qual foi levado até o laboratério, onde foi realizada sua
assepsia (alcool 70% por um minuto, solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% por um minuto e
agua destilada e esterilizada). A estrutura foi transferida para placa de Petri contendo meio
BDA, sendo incubada no escuro a 25 °C. Apds o crescimento da col6nia, que ocorreu aos sete
dias, foi verificado o crescimento caracteristico do micélio branco do fungo e formacao de
esclerodios, a partir dessa placa foram feitas repicagens do patégeno, permanecendo em

camaras BOD até serem usadas nos ensaios.

2.5 Desenvolvimento de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum em meio de cultura

2.5.1 Crescimento micelial

Os 12 isolados de Trichoderma spp. e um de S. sclerotiorum foram multiplicados em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA e aos cinco dias tiveram discos de 10 mm de
diametro cortados e depositados no centro de placas contendo BDA, sendo avaliados quanto
ao crescimento micelial de ambos os fungos e a esporulagéo apenas de Trichoderma spp. As
medicBes para o crescimento micelial foram realizadas diariamente até o quinto dia de

incubacéo, realizada em camaras BOD, mensuradas com o auxilio de um paquimetro digital,
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em dois sentidos perpendiculares marcados no fundo de cada placa, para que as medidas
sempre fossem no mesmo sentido. Para originar os dados de crescimento micelial, utilizaram-

se as médias de duas medidas perpendiculares obtidas das placas.
2.5.2 Taxa de crescimento micelial

Com os dados obtidos no crescimento micelial dos isolados de Trichoderma spp. e de
S. sclerotiorum do primeiro e segundo dia, calculou-se a taxa de crescimento micelial
aplicando-se a férmula adaptada de Lilly e Barnett (1951), citada por Jackisch-Matsuura e
Menezes (1999):

Taxa de crescimento = w
(T2 - T1)
Na qual:

Taxa de crescimento = mm.h™;

C2 = crescimento ap0s 48 horas de incubacao;

C1 = crescimento ap6s 24 horas de incubacéo;

T2=48heT1=24h.
2.5.3 Quantificacdo de esporos de Trichoderma spp. em meio de cultura

Ao final das avaliacbes de crescimento micelial, no quarto dia de incubacéo, realizou-
se a quantificacdo da esporulagdo dos isolados de Trichoderma spp., feita pela lavagem de
placas contendo estruturas fungicas, adicionando 3 mL de uma solu¢do composta por 100 mL
4gua destilada e esterilizada acrescida de duas gotas do emulsificante Tween 80®. S6 ent&o as
colbnias tiveram a superficie do meio suavemente esfoliada com o auxilio de uma alca de
Drigalski esterilizada, para a liberagdo de micélio e conidios. A suspensdo foi coletada e
agitada por trés minutos, em agitador do tipo Fisher — Flexa Mix™ (USA), em seguida, uma
pequena aliquota foi pipetada em hemacitdmetro ou cdmara de Neubauer, onde descansou por
dois minutos até ser levada ao microscopio Gtico para a contagem do numero de conidios.

Para estimar a média de conidios ou esporos por mL, foram contados os campos 1 e 2
da camara de Neubauer (Figura 2A) e em cada campo foram contados cinco quadrados como
os demarcados na Figura 2B, totalizando cinco contagens por campo da cdmara de Neubauer.

Os dados obtidos na leitura foram inseridos no Sistema para Contagem de Esporos
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Microbianos e Calibracdo de Suspensdo - CALIBRA (EMBRAPA, 2011) para estimar o0

nimero de esporos.mL™ presentes na suspenséo.

Figura 2 A) Localizacio dos campos 1 e 2 na cAmara de Neubauer; B) Area dentro dos

quadrados vermelhos para contagem de esporos de Trichoderma spp. Santa Maria, RS. 2012

2.6 Controle in vitro de S. sclerotiorum

Para a verificagdo do antagonismo de Trichoderma spp. contra o patdgeno S.
sclerotiorum, os isolados até entdo armazenados foram repicados em meio BDA e utilizados
sempre aos cinco dias de idade. Seguiu-se a metodologia de cultura pareada descrita por
ETHUR (2006) (Figura 3), em que um disco de meio de cultura BDA (10 mm de diametro)
contendo micélio do patégeno foi colocado a uma distancia de 0,5 cm da borda das placas de
Petri, 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 de didmetro) contendo micélio de Trichoderma spp.
foi depositado na extremidade oposta da placa. As placas foram incubadas em cémara de

crescimento a 20 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h, por sete dias.



28

o 3
S. sclerotiorum ; ?

Trichoderma spp.
A B

Figura 3 Teste de confrontacdo direta em placas de Petri com discos contendo os isolados de
Trichoderma spp. A) SP23 e B) ETSR20 e S. sclerotiorum, em lados opostos, apds sete dias
de incubacdo. Santa Maria, RS. 2012

As avaliaces seguiram dois critérios: um proposto por Bell et al. (1982) de notas de
antagonismo com base na andlise visual das placas, variando de 1 a 5; e pela escala adaptada
por Rodrigues (2010) de notas com base em um gabarito que € posicionado sob as placas
(Figura 4), permitindo uma analise mais objetiva, com notas variando de 1 a 7. A tabela 2
apresenta um comparativo entre as duas escalas utilizadas. Para a avaliagdo da porcentagem
de inibicdo das colonias de S. sclerotiorum pelos isolados de Trichoderma spp., mediram-se
as coldnias do patégeno com o auxilio de um paquimetro digital e estimou-se a porcentagem

com base no diametro total da placa.
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Tabela 2 Comparativo entre as escalas de Bell et al. (1982) e Rodrigues (2010) para teste de
pareamento de culturas. Santa Maria, RS. 2012

Escala de Bell et al. (1982) Escala de Rodrigues (2010)

1 - Antagonista cresce e ocupa toda placa 1 - Antagonista cresce por toda a placa de Petri e
sobre o disco do patdgeno;

2 - Antagonista cresce sobre 2/3 da placa; 2 - Antagonista cresce por toda a placa de Petri, porém

nao sobrepde-se sobre o disco do patdgeno;
3 - Antagonista e patdgeno crescem até a metade da 3 - Antagonista cresce sobre 3/4 da placa;

placa;
4 - Patogeno cresce sobre 2/3 da placa; 4 - Antagonista cresce sobre 2/3 da placa;
5 - Patégeno cresce por toda a placa de Petri. 5 - Antagonista e patdgeno crescem até a metade da

placa;
6 - Patdgeno cresce sobre 2/3 da placa;

7 - Patdgeno cresce por toda a placa de Petri.

S. sclerotiorum

Trichoderma spp.

Figura 4 Gabarito da Escala de Rodrigues (2010). Santa Maria, RS. 2012

2.7 ldentificacdo das espécies de Trichoderma spp.

Os oito isolados de Trichoderma spp. nativos foram divididos em dois grupos CP

(oriundo de éareas historico de mofo-branco) e SP (oriundo de areas sem histérico de mofo-
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branco), que juntamente com TC1.15 foram encaminhados ao Instituto Biologico de S&o
Paulo para identificagdo molecular em nivel de espécie, onde foi realizada a extracdo de DNA

dos isolados, conforme descrito por Doyle e Doyle (1990).

2.8 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado nos testes foi o inteiramente casualizado com
cinco repeticOes por tratamento. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos a anélise da
variancia para verificacdo da significancia e, em caso positivo, foi realizada a comparacao de
médias utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. Para essas analises,
foi utilizado o software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacdo da populacédo de Trichoderma spp. presente nas amostras de solo

Para utilizar de forma eficiente micro-organismos de controle bioldgico, o correto
monitoramento da populacdo desses agentes naturais é essencial (BEAULIEU et al., 2011) e
uma técnica bastante usada é a quantificacdo de UFC.g™ de solo seco (LIEVENS et al., 2006).
Com relacgdo a caracterizacdo populacional de Trichoderma spp., os resultados mostram que
houve uma maior quantidade de UFC.g" no solo de areas com histérico de mofo-branco
(Figura 5), ja que as amostras CP11 e CP21 apresentaram valores estatisticamente superiores
aos demais. Ja nas areas sem histdrico da doenca, juntamente com as amostras CP21 e CP22,
ndo foram verificadas diferencas significativas. A grande variacdo entre as populagdes do
micro-organismo pode ter ocorrido devido a condigdes bidticas do solo (EASTBURN;
BUTLER, 1988), ja4 que as amostras do grupo CP eram provenientes de areas com cultivo
organico sucessivo de hortalicas, enquanto o grupo SP de é&reas que anteriormente

encontravam-se em pousio e estavam no seu primeiro cultivo de alface.
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Figura 5 Populagdo de Trichoderma spp. (UFC.g™) em solo CP (com histérico de mofo-
branco) e SP (sem histérico de mofo-branco). Barras com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Santa Maria, RS.
2012

Por tratarem-se de areas de producdo organica ja consolidadas, uma maior populacao
de Trichoderma spp. pode ter se desenvolvido nas amostras CP11 e CP21, quando comparado
as amostras das areas de primeiro cultivo, pois o género Trichoderma € importante na
ciclagem de nutrientes (CORABI-ADELL; LUCON; KOIKE, 2002). As praticas de manejo
de solo utilizadas em cada area comercial também podem ter interferido na populacdo do
antagonista, uma vez que causam impactos na populacdo de micro-organismos no solo
(ABAWI; WIDNER, 2000), incluindo Trichoderma spp. (MUNNECKE; KOLBEZEN;
WILBUR, 1973).

Rai e Saxena (1975) mencionam que a microflora existente no solo representa um
controle bioldgico natural para varios patdégenos, o que pode explicar uma maior populacdo de
Trichoderma spp. nas coletas de solo realizadas em areas com histérico de mofo-branco.
Janvier et al. (2007) dizem ainda que a variacdo da densidade microbiana pode depender do
patossistema e do solo onde a doenca ocorre, geralmente existindo uma associagdo positiva

entre a densidade microbiana e a supressividade do solo.
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A grande variagdo populacional das areas amostradas, com 0s menores valores para as
areas de primeiro cultivo, pode ser explicada pelo sistema de producdo adotado, j& que o
mesmo esta sujeito a frequentes alteracdes, como tipos de espécies cultivadas, diferentes
fontes de adubacdes organicas, frequéncia e tipo de irrigacdo. Em sistemas artificiais, isto &,
em éareas com cultivos sucessivos, modificacbes no solo podem afetar drasticamente a
comunidade microbiana e levar a perda de micro-organismos benéficos e/ou ingresso de

fitopatdgenos que podem devastar producdes (AVIS et al. 2008).

3.2 Identificagéo dos isolados de Trichoderma spp.

Para a identificacdo foi realizado o sequenciamento dos isolados, a partir da extracéo
do DNA, amplificacdo da regido ITS e do gene codificador do fator de elongacdo 1-cc. As
sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no GenBank. Utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (MENEZES et al., 2010) foi possivel realizar a
identificacdo dos isolados em nivel de espécie. Conforme o Anexo 1, as espécies encontradas

foram divididas em:

» Trichoderma koningiopsi (Samuels, Suarez & Evans) - SP13 e SP23.
» Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf & Nirenberg) - TC1.15, CP11, CP12,
CP21, CP22, SP14 e SP24.

As espécies identificadas sdo conhecidas e utilizadas no controle bioldgico de
fitopatdgenos de solo, de acordo com dados publicados por diversos autores, inclusive para o
controle de S. sclerotiorum (LOPES et al., 2012.; RODRIGUES, 2010; SAHARAN;
MEHTA, 2008; OLIVEIRA, 2007; ETHUR, 2005). Hoyos-Carvajal, Orduz e Bisset (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 mais frequente, com 60
isolados, seguida de T. harzianum com 49.

Em estudos anteriores, Lima (2002) identificou 46 isolados de Trichoderma spp.,
nativos do cerrado, e verificou que a especie mais frequente foi T. harzianum (34 isolados),
seqguida por T. asperellum (4 isolados), Trichoderma koningii Oudem. (3 isolados) e
Trichoderma spirale Bissett (2 isolados). As espécies encontradas nesse trabalho estdo de

acordo com LOPES et al. (2012), que obteve 21 isolados oriundos do Cerrado brasileiro,



33

sendo nove T. asperellum (42,86%), sete T. harzianum (33,33%), trés Trichoderma
tomentosum Bissett (14,29%), um T. koningiopsis (4,76%) e um Trichoderma erinaceum
(Bissett, Kubicek & Szakacs) (4,76%). Recentes estudos ainda tém demonstrado alta
biodiversidade de Trichoderma spp. em regides neotropicais, mais frequentemente para T.
harzianum e T. asperellum (ANNES et al., 2010).

3.3 Desenvolvimento de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum em meio de cultura

3.3.1 Crescimento micelial

De modo geral, os isolados do antagonista tiveram maior crescimento micelial in vitro
do que os do fitopatdgeno (Tabela 3). Apenas no primeiro dia de avaliacdo as col6nias de S.
sclerotiorum foram estatisticamente iguais aos isolados do grupo CP e ao isolado SP24,
enguanto nos demais dias permaneceram abaixo da média. Esse fato reflete-se em vantagem
para o agente bioldgico, pois um dos mecanismos de a¢do exibidos pelo Trichoderma spp. é a
competicdo por espaco e nutrientes (ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008) que adicionado a
capacidade micoparasitica, incluindo crescimento direcionado ao fungo fitopatogénico,
fixacdo e enrolamento na hifa alvo (CHET; BENHAMOU; HARMAN, 1998), garante

eficiente potencial antagonista.
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Tabela 3 Crescimento micelial (mm) dos isolados de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum em
meio de cultura BDA. Santa Maria, RS. 2012.

Dias de avaliacéo

Isolados de
Trichoderma spp. . 2 3 4
Isolados da micoteca do DFS!
UFSMT15.1 21,71b 53,92 a 64,14 b 84,00 a
UFSMT17 26,51 a 60,70 a 84,00 a 84,00 a
TC1.15 26,93 a 4167b 84,00 a 84,00 a
ETSR20 30,30 a 59,48 a 84,00 a 84,00 a
Isolados CP?
CP11 16,14 c 62,43 a 84,00 a 84,00 a
CP12 15,13 ¢ 67,92 a 84,00 a 84,00 a
CP21 16,54 ¢ 63,64 a 84,00 a 84,00 a
CP22 15,32 ¢ 62,67 a 84,00 a 84,00 a
Isolados SP?
SP13 28,66 a 64,70 a 84,00 a 84,00 a
SP23 26,87 a 62,53 a 84,00 a 84,00 a
SP14 27,70 a 67,43 a 84,00 a 84,00 a
SP24 15,01 ¢ 4424 b 79,35a 84,00 a
Sclerotinia sclerotiorum

15,26 ¢ 25,66 C 46,78 ¢ 75,39 b

CV (%) 12,81 15,94 13,58 12,89

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade; 2CP: isolados proveniente de areas com histérico de mofo-branco; 3SP: isolados proveniente de
areas sem historico de mofo-branco.

No primeiro dia de avaliacdo destacaram-se 0s isolados de Trichoderma spp.
armazenados e os do grupo SP, com excecdo a UFSMT15.1 e SP24, respectivamente. No
segundo dia, os isolados CP apresentaram um salto de crescimento igualando-se aos demais,
enquanto UFSMT1.15 e SP24, permaneceram abaixo da média. Ao terceiro dia de avaliagéo,
mais de 83% dos isolados do antagonista ja tinham ocupado toda superficie da placa.

Com excecgéo ao primeiro dia de avaliacdo, o isolado de S. sclerotiorum apresentou
valores para o crescimento micelial abaixo dos isolados de Trichoderma spp., 0s quais ao
quarto dia ja haviam colonizado por completo a placa. No fitopatdgeno, esse comportamento
sO foi evidenciado ao quinto dia de avaliagdo. Sanogo e Puppala (2007) e Rodrigues (2010)
também observaram esse comportamento para crescimento in vitro do fitopatdgeno, quando

comparado ao do antagonista.
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Dados recentes apontam que isolados de Trichoderma spp. com cinco dias cultivo,
apresentam crescimento micelial variando de 40 mm a 80 mm (BRITO; MILLER,;
STADNIK, 2010), corroborando com os resultados apresentados neste ensaio, que ao quarto

dia todos os isolados ja haviam atingido 84 mm de crescimento.

3.3.2 Taxa de crescimento micelial

Com excecdo do isolado TC1.15, todos os isolados do antagonista apresentaram
velocidade de crescimento estatisticamente superiores ao patégeno (Figura 6). Tais resultados
estdo de acordo com Bomfim et al. (2010), que estudaram o controle bioldgico de Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp. obtido em fumo e com Jackisch-Matsuura e Menezes (1999)
com Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. em maracujazeiro amarelo, que encontraram valores

de crescimento micelial de Trichoderma spp. superiores aos do fitopatdgenos.

Taxa de crescimento micelial (mm.h1)

S T S Nt R Rt SN R &
& @@& & {5&3 g & &g & g & g
N

Isolados fungicos

Figura 6 Taxa de crescimento micelial (mm.h™*) de S. 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
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Os isolados pertencentes ao grupo CP mostraram-se estatisticamente superiores aos
demais, sugerindo que a convivéncia com 0 patdgeno a campo, acelera a taxa crescimento
micelial de Trichoderma spp. in vitro, e que 0s mesmos sdo bons competidores por espaco e
pouco exigentes quanto a nutrientes especificos. Brito, Miller e Stadnik (2010) relataram que
isolados armazenados apresentaram crescimento inferior quando comparados aos isolados
obtidos de compostos organicos, corroborando com os dados deste trabalho, no qual os
isolados da micoteca apresentaram as menores taxas de crescimento, sugerindo que ocorre
perda de viabilidade devido ao armazenamento prolongado.

Os resultados apresentados pelos isolados do grupo SP sugerem que na auséncia da
doenca, a taxa de crescimento de Trichoderma spp. € estatisticamente menor do que onde ha
frequente pressdo exercida pelo mofo-branco. Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram
taxas de crescimento variando de aproximadamente 2,2 a 0,9 mm.h"* e 0,6 mm.h™ para o
patégeno, superando os valores encontrados por Barakat, Al-Mahareeq e Al-Masri (2006),
que utilizando isolados de diferentes origens obtiveram taxas variando de 1,125 a 0,5 mm.h™

para Trichoderma spp. e 0,17 mm.h™* para Sclerotium rolfsii Sacc.
3.3.3 Quantificacdo de esporos de Trichoderma spp. em meio de cultura

Constatada a importancia do rapido crescimento micelial pelo antagonista, sua
capacidade de multiplicacdo (reproducdo) também deve ser levada em consideracédo, ja que é
responsavel pela perpetuacdo da espécie, nas diversas condicbes a que o fungo pode ser
exposto. Nesse ensaio verificou-se que houve diferenca estatistica significativa entre o0s
isolados, assim como aponta Avila et al. (2005). Os dados obtidos igualam-se aos resultados
apresentados por Rodrigues (2010), quando o isolado UFSMT17 apresentou a maior média de
esporulacdo, porém, neste ensaio ndo diferiu estatisticamente do isolado UFSMT15.1 (Figura
7), seguidos por CP22, que foi superior ao restante. De modo geral, os isolados do grupo CP
apresentam comportamento mediano, assim como ETSR20, TC1.15, SP14 e SP24, restando
SP13 e SP23 com os piores resultados, sugerindo que o grupo SP apresenta menor capacidade
de esporulacdo em meio de cultura artificial, podendo ser menos agressivo devido a sua ndo

convivéncia com a doenga mofo-branco a campo.
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Figura 7 Esporulacdo de Trichoderma spp. (esporos.mL™) cultivados em meio de cultura
BDA. Barras com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Santa Maria, RS. 2012

A concentracdo de esporos de Trichoderma spp. tem efeito significativo na habilidade
dos conidios em inibir o crescimento in vitro de fitopatégenos (HIELJORD; TRONSMO,
2003). Em ensaios realizados utilizando isolados de diferentes origens, a concentracdo de
esporos.mL™ variou de 2,5x10° a 4,5x10’ (BRITO; MILLER; STADNIK, 2010) para T.
harzianum e T. asperellum, respectivamente. Esses dados s@o confirmados por Beaulieu et al.
(2011), que para T. harzianum considera valores elevados, aqueles situados entre 10" e 10°
esporos.mL™. Pesquisa abrangendo crescimento e esporulacdo de Trichoderma spp. séo de
extrema importancia, ja que fornecem informacgdes Uteis para a producdo de indculo em
grande escala (MISHRA, et al., 2011; AVILA et al., 2005), permitindo selecionar aqueles que

possuem maior capacidade e velocidade de se desenvolver em meios artificiais.
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3.4 Controle in vitro de S. sclerotiorum

No teste de confrontacdo direta (Tabela 4), observou-se que a escala proposta por
Rodrigues (2010) foi mais precisa do que a de Bell (1982), ja que apresentou um coeficiente
de variacdo menor. Por tratar-se de uma escala de avaliacdo mais objetiva, a escala de
Rodrigues (2010), permite que diversos avaliadores em um mesmo experimento, encontrem

médias semelhantes.

Tabela 4 Classificacdo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao antagonismo a S.
sclerotiorum segundo as escalas de Bell (1982) e Rodrigues (2010) e porcentagem de inibicao
(%) de S. sclerotiorum. Santa Maria, RS. 2012

Trichoderma spp. Bell, 1982 Rodrigues, 2010 Inibigao de S. sclerotiorum

(%0)
Isolados da micoteca do DFS*
UFSMT15.1 20b 32b 63,03 b
UFSMT17 22D 22b 49,12 c
TC1.15 50a 50a 47,76 c
ETSR20 25b 46a 45,88 ¢
Isolados CP2
CP11 46 a 48a 37,70 ¢
CP12 42a 42a 42,63 ¢c
CpP21 20D 26D 72,68 a
CP22 36D 42 a 55,99 b
Isolados SP3
SP13 46a 52a 47,76 c
SP23 4,4 a 58a 43,26 c
SP14 44 a 58a 48,62 ¢
SP24 44 a 58a 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 probabilidade; 2CP: isolados proveniente de &reas com histérico de mofo-branco; 3SP: isolados
proveniente de areas sem historico de mofo-branco.

A reducdo de crescimento micelial de S. sclerotiorum apresentou diferencas

significativas para 0s micro-organismos testados, sendo o melhor CP21, reduzindo 72,68% do
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crescimento micelial do patégeno, seguido de UFSMT15.1 e CP22, com 63,03 e 55,99%,
respectivamente. Os resultados desse ensaio variaram de 37,7 a 72,68%, corroborando com os
dados obtidos por Avila et al. (2005), que conseguiram porcentagem de inibicdo variando de
30 a 70%. Recentes estudos demonstram que espécies de Trichoderma atuam de forma
distinta na inibigéo de S. sclerotiorum. Segundo Lopes et al. (2012), T. asperellum 11/11eT.
harzianum ALL-42 apresentaram mais de 50% de inibi¢do, enquanto, T. tementosum 36/02,
T. asperellum 400/01 e T. tementosum 476-02 menos de 10%. Barakat, Al-Mahareeq e Al-
Masri (2006) utilizando 69 isolados de Trichoderma spp. obtidos de diferentes regides da
Palestina, obtiveram 47 isolados com significativa reducdo no crescimento micelial de S.
sclerotiorum, variando de 20,8 a 66,8%, sendo 0s mais promissores pertencentes as espécies
T. harzianum, T. pseudokoningii e T. lactea.

Para a confrontacdo direta os melhores resultados foram evidenciados pelos isolados
CP21 e os armazenados, com exce¢do a TC1.15, uma vez que apresentaram nota igual ou
inferiores a 4, na escala de Bell (1982) e os piores pelos isolados do grupo SP, sendo
considerados como pouco eficientes. Apesar dos isolados CP terem exibido a maior taxa de
crescimento micelial, apenas CP21 mostrou destaque na confrontacdo direta, sugerindo o
envolvimento de mais de um mecanismo de acdo como liberacdo de metabdlitos ou
parasitismo. Vale ressaltar que o isolado TC1.15 apresentou as piores médias tanto para a taxa
de crescimento micelial, igualando-se ao patégeno, quanto para a concentracdo de
esporos.mL™?, sugerindo que para esse isolado, o armazenamento prolongado foi mais
prejudicial do que aos demais.

Os resultados obtidos para o isolado TC1.15 divergem dos apresentados por Oliveira
(2007), que utilizando S. sclerotiorum obteve nota 1 para o antagonismo, sendo enquadrado
como muito eficiente segundo a escala de Bell (1982), sugerindo que neste trabalho, realizado
quatro anos depois, 0 armazenamento pode ter provocado reducdo na sua capacidade
antagonica. Ethur, Nicolini e Blume (2008) relatam que T. virens armazenado sob
refrigeragdo por 18 meses apresentaram 0 mesmo comportamento na confrontacdo direta do
gue antes do armazenamento, porém nao existem relatos para periodos superiores a dois anos.

O melhor desempenho na confrontacdo direta foi apresentado por UFSMT15.1,
UFSMT17, ETSR20 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) considera
gue um isolado €é antag6nico ou eficiente, quando sua nota é menor ou igual a 3. O autor,
trabalhando com amostras de solo com diferentes cultivos, obteve 230 isolados de

Trichoderma spp., dos quais 111 apresentaram notas menores do que 3 contra S. sclerotiorum,
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50 contra Fusarium solani f. sp. phaseoli (Burkholder) Snyder & Hansen e apenas 24 isolados
contra os dois patdgenos, ou seja, 10% do total. A variagdo ocorrida entre as notas desse
ensaio, em que apenas aproximadamente 42% dos isolados manifestaram expressiva
eficiéncia antagonica, pode acontecer porque o nivel de controle varia dependendo das
adaptacOes as condicdes bidticas e abidticas especificas, as quais o0s isolados sdo submetidos,
dentro e entre as espécies do género Trichoderma (DENNIS; WEBSTER, 1971).

Dados de ensaios in vitro mostram que isolados de T. harzianum obtidos da rizosfera
de plantas sintomaticas tém capacidade ndo so para inibir o desenvolvimento de patdgenos
através de metabolitos ndo volateis, como também de parasitar, penetrar e colonizar as hifas
de S. sclerotiorum (ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008). McLaren, Huang e Rimmer
(1986) explicam que os efeitos toxicos causados por esses antagonistas podem ser devido a
vacuolizacdo e granulacdo das células de patdgeno atacadas. Isolados de Trichoderma spp.
provenientes de areas nativas ou com reduzido impacto antropico apresentam um maior
percentual de atividade contra fitopatdégenos in vitro, ficando em torno de 80% (CORABI-
ADELL, 2004). Louzada et al (2009) ainda ressalta que, ndo ha relatos na literatura que
tragam maiores informacdes sobre a perda da diversidade de Trichoderma spp. causado pelo
uso agricola continuo.

Neste trabalho foi possivel observar a formagdo de uma zona de inibigdo (Figura 8),
quando ocorreu 0 contato entre os micélios de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum, assim
como nos testes in vitro conduzidos por Inbar, Menendez e Chet (1996). Isto apoia a hipotese
de que, tais isolados, possivelmente produziram metabdlitos volateis (antibiose), 0s quais
impediram o avanco do patégeno. A producdo de metabdlitos volateis por isolados de
Trichoderma spp. foi evidenciada em trabalhos de Lopes et al. (2012), Bomfim et al. (2010) e
Avila et al. (2005).
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Figura 8 Formacéo da zona de inibicdo de Trichoderma spp. em atividade antagonica a S.
sclerotiorum. Santa Maria, RS. 2012

De acordo com Dennis e Webster (1971), espécies de Trichoderma spp. sdo habeis
produtoras de metabolitos em meio de cultura, podendo esses antibidticos atuar sobre o0s
fungos fitopatogénicos através da inibicdo micelial. Harman (1991) ainda salienta que, 0s
resultados demostrados pelos isolados antagonistas em condigdes in vitro, podem néo ser
confirmados quando levados a campo, pois tais organismos estardo sujeitos a comportamentos

diferenciados do hospedeiro e ambiente.

4. CONCLUSOES

1. A populacédo de Trichoderma spp. é diferente entre as areas amostradas com e sem historico

de mofo-branco.

2. Os isolados de Trichoderma spp. pertencentes ao grupo CP, oriundos de areas com
histérico de mofo-branco, tiveram maior velocidade de crescimento micelial quando
comparado aos isolados dos grupos SP, obtidos de areas sem historico de mofo-branco, e aos

armazenados.

3. Os isolados de Trichoderma spp. testados foram capazes de inibir S. sclerotiorum in vitro.



42

4. Os isolados SP13 e SP23 foram identificados como T. koningiopsi, enquanto o restante

como T. asperellum.
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BIOCONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary E
CRESCIMENTO DE PLANTULAS E PLANTAS DE ALFACE
UTILIZANDO Trichoderma spp. DE DIFRENTES ORIGENS

5. INTRODUCAO

A alface é um alimento bastante consumido pela populacao brasileira, em média 36 g
por dia (IBGE, 2011), principalmente in natura na forma de saladas (SALA; COSTA, 2012).
E uma planta herbacea muito delicada, de caule diminuto, no qual se prendem as folhas, que
sdo amplas e crescem em roseta em volta do caule, podendo ser crespas ou lisas e desenvolver
ou ndo cabeca. Além de exibir coloracdo variada, em tons de verde ou roxo conforme a
cultivar, caracteristicas estas, que determinam a preferéncia do consumidor. Seu periodo de
cultivo pode variar de 40 a 70 dias, dependendo do sistema de producéo (semeadura direta ou
transplante de mudas), época de plantio (verdo ou inverno) e cultivar.

O Brasil tem uma area de alface cultivada de 35.000 ha (FILGUEIRA, 2008), que
normalmente encontra-se nos cinturdes verdes proximos aos grandes centros consumidores
(OHSE et al., 2001), devido a sua alta perecibilidade, decorrente do seu alto teor de agua e
grande area foliar (SANTOS et al., 2001).

Dentre as doencas que infectam a alface, o mofo-branco vem preocupando 0s
produtores, sendo causada pelo fungo S. sclerotiorum, que pertence a ordem Helotiales e a
familia Sclerotiniaceae, é um ascomiceto ndo especifico e sua ocorréncia ja foi relatada em
praticamente todos os paises do mundo, infectando mais de 500 espécies (SAHARAN;
MEHTA, 2008). Sob condic¢des de elevada umidade, a doenca caracteriza-se pela formacéo de
um micélio branco de aspecto cotonoso (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006), plantios
caracterizados por pouco arejamento e penetracdo de luz, tornam o mofo-branco ainda mais
agressivo. Sua ocorréncia abrange principalmente periodos nos quais as temperaturas séo
mais amenas, ou seja, de outono a inverno.

S. sclerotiorum é um fungo polifago e altamente destrutivo, podendo ser encontrado
colonizando até plantas infestantes como Amaranthus spp. (caruru) e Portulacca oleracea
(beldroega). Com excecdo a uma espécie de Pteriddfitas, todos os hospedeiros ocorrem nas

classes Gimnospermae e Angiospermae da divisdo Espermatofita. Sua colonizagédo
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geralmente estd associada a liberagdo de enzimas, com habilidade para destruir a parede
celular das células hospedeiras. H& indicios que a falta de especificidade desse fungo esteja
associada a enorme variedade de celulases, hemicelulases e pectinases produzidas por eles
(RIOU; FREYSSINET; FEVRE, 1991).

O fungo sobrevive no solo e nos restos culturais por meio dos esclerddios, estrutura
micelial compacta, escura, dormente e resistente a dessecagdo. Essas estruturas podem medir
de 2 a 20 mm de comprimento (STEADMAN, 1983), podendo conservar-se viaveis no solo
por até 10 anos (LOPES, 2010) e permanecendo infectivas por um longo periodo de tempo,
dependendo das condigfes climaticas que estdo expostos. Em alguns casos a infecgdo pode
comecar pelas folhas e entdo expandir-se para o interior da planta, indicando que os
esclerodios podem ser formados tanto internamente, quanto externamente, onde sdo bastante
aparentes. A germinacao dos esclerodios pode ocorrer de duas formas:

a) Miceliogénica — os esclerddios presentes no solo germinam e colonizam o colo e
raizes das plantas, caracterizando a fase assexual do fungo.

b) Carpogénica — os esclerodios ddo origem aos apotécios, 0s quais produzem
ascosporos e que podem atingir a parte aérea das plantas. Ao alcancarem suas células, o
micélio do fungo as invade, bem como os espacos intercelulares, podendo alcangar o sistema
vascular. Cada apotécio pode liberar mais de dois milhdes de ascésporos (PAULA JUNIOR
et al., 2006), constituindo uma importante fonte de indculo, pois esses podem ser levados pelo
vento a longas distancias.

O manejo dessa doenca utilizando rotacdo de cultura é praticamente impossivel,
devido a persisténcia das estruturas de resisténcia do fungo por longo periodos (LI et al.,
2003) e a sua larga gama de hospedeiros. Por isso, o controle bioldgico tem sido empregado
com sucesso em alface, utilizando fungos do género Trichoderma como agente de controle,
que reduziram a incidéncia do mofo-branco em 50%, sob condi¢Ges controladas de casa de
vegetacdo (CHITRAMPALAM, 2008).

A habilidade de Trichoderma spp. em habitar solos cultivados é comprovada (ETHUR
et al., 2008), bem como, sua relacdo inversa com a incidéncia de doencas de solo
(MENEZES, 2007). Estudos recentes apontam que isolados obtidos de amostras de solo com
diferentes usos, apresentaram comportamentos diferentes no controle de S. sclerotiorum e S.
minor (IBARRA-MEDINA et al., 2010).

Como caracteristicas principais, espécies do género Trichoderma apresentam rapida
reproducdo e crescimento, que garantem sua sobrevivéncia sob condi¢des desfavoraveis,

capacidade para modificar a rizosfera pela inducdo de mudancas no pH e/ou na populagéo
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microbioldgica. Além de agressividade a fungos fitopatogénicos, atividade como agente
promotor de crescimento e indutor de mecanismos de defesa em plantas (GARCIA,
SANTAMARINA; ROSELLO, 2005). Durante a interacio patégeno-antagonista diversos
mecanismos, tais como, liberacdo de compostos antibidticos e enzimas hidroliticas, como
quitinase e glucanase (KUBUCEK, et al. 2001), liberacdo da hifa acessoria e penetracéo
direta no hospedeiro, podem ocorrer simultaneamente. Em geral, tais compostos possuem
alguma capacidade para promover a supressdo de doencas em hortalicas, no entanto
Alabouvette, Olivain, e Steinberg (2006) relatam que a sua eficiéncia € variavel, dependendo
de caracteristicas bidticas e abioticas especificas.

No Brasil, o primeiro registro do uso de fungos pertencentes a este género foi em
1950, quando Forster (1950) descreveu a inativacdo do virus do mosaico do fumo (TMV) por
filtrados de Trichoderma spp. Mais recentemente, Lobo Janior (2006) verificou que T.
harzianum 1306’ reduziu em torno de 65% dos esclerddios viaveis de S. sclerotiorum no
solo, nivel este que ndo elimina completamente a doenca, mas diminui significativamente a
severidade, dando uma maior eficiéncia do controle quimico e de outras praticas de manejo
integrado para controle do mofo-branco. Estudando a diversidade de Trichoderma spp. em
solos com sistemas de producéo diferentes, Liu et al. (2008) verificaram que solos submetidos
a préticas organicas foram mais eficazes na supressdo de S. rolfsii, do que os submetidos a

praticas convencionais.

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram:
- Estimar a quantidade de esporos presentes nos p6s de arroz inoculados com os diferentes
isolados de Trichoderma spp.;
- avaliar a severidade de mofo-branco em plantas de alface tratadas com diferentes isolados de
Trichoderma spp.;
- verificar o efeito antagdnico dos isolados de Trichoderma spp. obtidos de areas com e sem
historico de mofo-branco e isolados armazenados, no biocontrole de S. sclerotiorum e
promocéo de crescimento em plantulas e plantas de alface;
- quantificar as populagdes Trichoderma spp. presentes no substrato antes e ap0s a interacao

do patogeno-antagonista.



53

6. MATERIAL E METODOS

Para obtengdo dos in6culos de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum, quantificacdo de
UFC.g™ e ensaio em bandejas utilizou-se o Laboratério de Fitopatologia Dra. Elocy Minussi
pertencente ao Centro de Ciéncias Rurais (CCR), e para 0s ensaios em vasos, utilizaram-se as
instalacBes da estufa do Departamento de Defesa Fitossanitaria, no periodo de junho a
novembro de 2012, ambos pertencentes & da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) —
RS.

6.1 Tratamentos e delineamento experimental

Foram utilizados 12 isolados de Trichoderma spp., dos quais quatro encontravam-se
armazenados na micoteca da UFSM e oito obtidos em ensaios anteriores, sendo destes, quatro
oriundo de areas com historico de mofo-branco e quatro de areas sem histérico da doenca. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial 12 x 2
(isolados de Trichoderma spp. x inoculacdo ou ndo do substrato com S. sclerotiorum) mais

uma testemunha absoluta sem tratamento algum.

6.2 Obtencdo de indculos de Trichoderma spp. e S. sclerotiorum

6.2.1 Inoculos de Trichoderma spp.

Foi realizado seguindo a metodologia descrita por Ethur (2006), em que graos de arroz
previamente umedecidos com agua destilada, foram depositados em frascos de Erlenmeyer e
autoclavados por 40 min duas vezes. Em cada frasco foram acrescentados cinco discos (10
mm) contendo micélio de um dos 12 isolados de Trichoderma spp., 0s quais permaneceram
em camara climatizada a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h, por 15 dias, para a colonizacao

completa dos gréos de arroz. Para serem armazenados, os grdos ja colonizados foram secos
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em estufa por 48 h, a temperatura constante de 37 °C. Em seguida foram triturados em
liquidificador até a obtencdo de um po, que foi passado em uma peneira de 40 meshes, sendo

armazenados em caixas gerbox, sob refrigeracao até serem usados nos ensaios de biocontrole.

6.2.2 In6culos de S. sclerotiorum

Para uso no ensaio em plantulas de alface, utilizou-se uma suspensdo contento micélio
de S. sclerotiorum. Para compor a suspensdo, utilizaram-se 100 mL de agua destilada por
placa de Petri contento BDA colonizado com o fungo, aos cinco dias de cultivo, os quais
foram processados em liquidificador até uniformizacéo da suspenséo.

Para a utilizacdo no ensaio em plantas de alface, a obtencdo do in6culo de S.
sclerotiorum em grdos de arroz também seguiu a metodologia de Ethur (2006), porém tal
procedimento s6 foi realizado uma semana antes da instalacdo do experimento para a
padronizacdo do inoculo, j& que periodos superiores a uma semana favorecem a formacéo de
esclerodios. Devido a termossensiblidade do fungo, néo foi realizada a secagem dos grédos de
arroz colonizados pelo patdgeno, pois 0 mesmo ndo sobrevive em temperaturas superiores a
30 °C (SAHARAN; MEHTA, 2008).

6.2.3 Quantificacdo das UFC.g™ do p6 de Trichoderma spp.

Para a quantificacdo das UFC.g™ presentes no p6 de arroz colonizado com o fungo
antagonista, seguiu-se a metodologia do Sistema para Contagem de Esporos Microbianos e
Calibracdo de Suspensdo - Calibra (EMBRAPA, 2011). Pesaram-se 10 g do inéculo em um
frasco estéril, no qual se acrescentaram 90 mL de agua destilada e autoclavada e uma gota de
espalhante adesivo (Tween® 80). A suspenséo foi agitada por cinco minutos, em agitador do
tipo Fisher — Flexa Mix™ (USA), em seguida, 1 mL da suspensdo foi adicionada em tubo de
ensaio com 9 mL de &gua estéril, com auxilio de micropipeta e novamente foi agitada. Uma
pequena aliquota foi pipetada no hemacitbmetro ou cdmara de Neubauer, onde permaneceu
por dois minutos até ser levada ao microscépio Otico para a contagem do numero de conidios,
que ocorreu conforme descrito no capitulo 1. Os dados obtidos foram inseridos no Calibra,
que gerou a quantidade de UFC.g™ presente no p6 colonizado por Trichoderma spp.
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6.3 Biocontrole de S. sclerotiorum e promocédo de crescimento em plantulas de alface
utilizando Trichoderma spp.

Para a avaliagdo do potencial de biocontrole de S. sclerotiorum 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 por 21 dias em camara climatizada com
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h, sendo irrigadas diariamente e realizando-se um
rodizio a cada trés dias dentro da camara, objetivando-se obter maior uniformidade das
unidades experimentais.

Para o teste, utilizaram-se sementes de alface cv. Regina, que se caracteriza por ter
folhas lisas, ciclo precoce de 60 a 65 dias, alta produtividade, resisténcia ao tip burn e ao
florescimento precoce (DUARTE et al., 2012). As sementes foram tratadas, 24 h antes da
semeadura, com os pés colonizados obtidos a partir dos 12 isolados de Trichoderma spp.,
semeando-se uma semente por célula. Devido a falta de padronizacdo para aplicacbes de
Trichoderma spp. em formulacdes em pd, em sementes de alface, adotou-se a proporc¢édo de 1
g de p6 para cada 1 g sementes de alface. Os mesmos foram pesados separadamente e, em
seguida, colocados em placas de Petri, onde foram agitados por trés minutos, permanecendo
até serem utilizadas no ensaio. As bandejas utilizadas continham substrato previamente
infestado, 48 h antes, com uma suspensdo de micélio do patégeno, na proporcao de uma placa
de Petri contendo S. sclerotiorum com cinco dias de idade, para cada bandeja. Foram
utilizadas quatro repeticbes com 25 sementes cada, totalizando 100 sementes por tratamento.

Para determinar o indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), realizaram-se contagens
diarias do nimero de sementes emergidas e seu valor calculado conforme a férmula proposta
por Brasil (1992). Quando a emissdo de novas plantulas se estabilizou, determinou-se a
porcentagem de germinacdo e ao final do experimento determinou-se a porcentagem de
plantas sobreviventes. As avaliagcbes finais somente foram realizadas 21 dias ap0s a
semeadura, periodo em que as mudas encontram-se aptas para serem transplantadas. As
plantulas entdo foram separadas em parte aérea e sistema radicular, com auxilio de um estilete
e, posteriormente, medidas em cm com o auxilio de uma régua milimétrica. Para
determinacdo da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular (MSPA e MSSR), as
partes separadas foram colocadas em sacos de papel previamente identificados e postos para

secar em estufa de circulagdo de ar forcado a 65 °C, até obtencdo de peso constante. As
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pesagens foram realizadas com o auxilio de uma balanga digital. A matéria seca total foi
determinada pelo somatorio da parte area e sistema radicular.

6.4 Biocontrole de S. sclerotiorum e promocédo de crescimento em plantas de alface
utilizando Trichoderma spp.

Para a avaliagcdo do biocontrole de S. sclerotiorum e crescimento de plantas de alface
destinadas ao consumo, foi realizado um ensaio que teve o objetivo de avaliar a alface no
ponto de colheita. Foram testados os pos biologicos obtidos a partir dos 12 isolados de
Trichoderma spp.

Inicialmente, as sementes de alface cv. Regina foram semeadas em bandejas de isopor
com 128 células, contendo substrato comercial Mec Plant®. Em cada célula foram depositadas
de trés a cinco sementes de alface e aos sete dias realizou-se um desbaste deixando apenas
uma plantula por célula. As bandejas receberam irrigacdo diaria e aos 30 dias, quando as
plantulas apresentavam trés pares de folhas definitivas, foi realizado o transplante para os
vasos de polietileno.

Os vasos que receberam as mudas tinham capacidade para 2 kg e foram preenchidos
com o substrato comercial. Porém, com antecedéncia de 24 h, 0s vasos receberam graos de
arroz infestados com S. sclerotiorum e pds colonizados com os isolados de Trichoderma spp.,
na proporcéo de 5 g para cada kg de substrato (AVILA et al., 2005), em extremos opostos do
vaso (Figura 9A). As mudas de alface foram transplantadas no centro do vaso, entre as duas
porcdes dos indculos (Figura 9B). Foi utilizado um sistema de irrigacdo por gotejamento, que
diariamente era ligado, uma ou mais vezes dependendo da necessidade. Objetivando-se maior

confiabilidade nos dados utilizaram-se, 8 plantas de alface por tratamento.



Figura 9 A) Vaso contendo, em extremos opostos, pé de arroz inoculado com Trichoderma
spp. e gréos de arroz infestado com S. sclerotiorum. B) Muda de alface transplantada no
centro do vaso, 24 h apos as aplicacdes. Santa Maria, RS. 2012

Semanalmente, apds o transplante, foram realizadas avaliacbes de severidade da
doenga, seguindo a escala de notas de Cotxarrera et. al. (2002), que se baseia em sintomas
externos: na qual a nota zero (0), significa plantas sem sintomas; nota 1, menos de 50% das
folhas amareladas (cloréticas) ou murchas; nota 2, mais de 50% das folhas amareladas
(cloréticas) ou murchas (plantas vivas); e nota 3, plantas tombadas ou mortas.

Aos 35 dias apds o transplante, constatando-se que a testemunha absoluta, ou seja, sem
a adicdo de tratamento algum, encontrava-se no ponto de colheita, realizou-se uma avaliacdo
final, objetivando observar a eficiéncia do controle de S. sclerotiorum por Trichoderma spp.
As seguintes variaveis foram analisadas:

» Porcentagem de plantas sobreviventes (%);

» numero de folhas, obtido pela contagem total do numero de folhas totalmente
expandidas;

» diametro do colo, obtido com o auxilio de um paquimetro digital;

» comprimento do sistema radicular (CSR), obtido com auxilio de uma régua graduada,
medindo-se do colo da planta até a extremidade radicular;

» matéria fresca da parte aérea e do sistema radicular (MFPA e MFSR) determinadas
com o auxilio de uma balanca digital, realizadas no momento da colheita;

» matéria seca da parte aérea e do sistema radicular (MSPA e MSSR), sendo o material

separado e posto para secar em estufa de circulacdo de ar forcado a 65 °C, até a

obtencg&o de peso constante;
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» matéria seca total (MST), obtida atraves do somatério da matéria seca da parte aérea e

do sistema radicular.

6.5 Quantificacdo das UFC.g™ de Trichoderma spp. no substrato inoculado

Antes da instalacdo do ensaio em vasos quantificou-se a populacdo inicial de
Trichoderma spp. presente no substrato comercial Mec Plant®, assim como ao final do
mesmo. ApOs a retirada das plantas foram coletadas amostras de 400 g de substrato, ainda
umido, da regido central de cada vaso, tomando-se cuidado para ndo coletar as porcdes de
arroz infestados com S. sclerotiorum e pos colonizados com Trichoderma spp. As amostras de
substrato coletados foram acondicionadas em sacos plasticos e permaneceram sob
refrigeracéo até serem usadas no ensaio.

Para quantificar o nimero de UFC.g™ de Trichoderma spp. no substrato, a fim de se
verificar o comportamento de sua populacdo na presenca e auséncia do patdgeno, realizaram-
se suspensoes utilizando-se o substrato amostrado, constituidas por 10 g de substrato diluidos
em 90 mL de 4gua destilada esterilizada, acrescido de 2 gotas de espalhante adesivo (Tween®
80), depositados em frascos que permaneceram em agitador mecénico tipo Fisher — Flexa
Mix™ (USA) durante cinco minutos. Dessa suspensdo inicial, uma diluicdo de 10 vezes foi
realizada, ou seja, 1 mL da solucdo foi acrescentado em um tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua destilada e esterilizada. Dessa solucéo, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para cinco
placas de Petri contendo meio de cultura seletivo para Trichoderma spp. (ROCHA;
OLIVEIRA, 1998), cuja composicdo é: 0,2g MgSO, . 7H,0, 0,99 K,HPO, 0,159 KCI, 1,0g
NH;NO3 3,0g Glicose, 0,2g Pentacloronitrobenzeno (PCNB), 40,0g &gar, &gua destilada
esterilizada g.s.p. 1.000 mL e sulfato de estreptomicina 100 mg.L™*. A suspensdo foi
espalhada nas placas com o auxilio de uma alca de Drigalski esterilizada, sendo incubadas em
BOD a 24 °C e fotoperiodo de 12 h durante quatro dias. Apds o periodo de incubacéo, foi
realizada a quantificacdo de UFC.g™, mostrada na figura 10, com o auxilio do Contador de
Col6nias CP 600 Plus.
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Figura 10 Col6nias de Trichoderma spp. apds o plagueamento das suspensdes feitas com o
substrato amostrado, utilizando meio seletivo descrito por Rocha e Oliveira (1998). Santa
Maria, RS. 2012

6.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e quando constatado efeito
significativo, realizou-se analise de regressdo ou comparacdo das médias através do teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas pelo programa
computacional Sistema para Andlise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Quantificacdo das UFC.g™ do p6 de Trichoderma spp.

Segundo Marques et al. (2007), o tipo de substrato mais utilizado até hoje para
crescimento e esporulacdo de Trichoderma spp. sdo gréos de arroz esterilizados. Os isolados
gue tiveram melhor capacidade para colonizar os grdos de arroz em um periodo de 15 dias
foram SP13 e SP24 (Tabela 5), indicando que essas cepas tém excelente viabilidade para
producdo em larga escala, uma vez que apresentaram boa capacidade de coloniza¢do em
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substrato inerte. Os isolados utilizados nesse trabalho obtiveram valores para UFC.g™, que de
acordo com McLean et al. (2012), ndo influenciam no biocontrole da doencga, visto que, de

1,8x10° a 1,9x10° o autor ndo obteve alteragdes significativas no biocontrole de Sclerotinia

spp.

Tabela 5 Quantificacdo das UFC.g™ presentes no p6 de arroz colonizado com Trichoderma
spp. obtidos de diferentes origens. Santa Maria, RS. 2012

Isolados UFC.g*’
UFSMT15.1 1,90 x 10°%¢!
UFSMT17 7,14 x 10%c

TC1.15 4,65 x 10°d
ETSR20 1,60 x 10%e
CP112 5,10 x 10°d
CP12 1,60 x 10"b
CP21 1,30 x 10" b
CP22 9,55 x 10°¢c
SP138 757x10'a
SP23 2,45x 10%e
SP14 1,98 x 10%e
SP24 2,75x10'a
CV(%) 23,26

'Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-
Knott (P<0,05). 2CP: isolados proveniente de areas com histérico de mofo-branco; 3SP: isolados proveniente de
areas sem historico de mofo-branco.

Os isolados pertencentes a micoteca da UFSM, ou seja, aqueles que estavam
armazenados, apresentaram menor capacidade de coloniza¢do quando comparados aos demais
grupos de isolados, sugerindo que o armazenamento pode influenciar negativamente no
desenvolvimento em substrato, enquanto os isolados do grupo SP obtiveram melhores médias,
com SP13 e SP24 apresentando os melhores valores.

Os valores encontrados nesse ensaio variam de 1,6x10° a 7,57x10" UFC.g™, estando
dentro do limiar proposto por McLean et al. (2012), nos quais séo requeridas concentragoes
de pelo menos 10° UFC.g™" de T. atroviride para promover controle de S. cerviporum em
cebola. Paulitz (2000) e Ousley, Lynch e Whipps et al. (1994) ainda sugerem que a atividade
de biocontrole desempenhada por Trichoderma spp. tem efeito principalmente em

concentracdes de aproximadamente 10° UFC.g™*, enquanto valores maiores ndo promovem
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ganhos significativos. A densidade de ino6culo do patégeno é um fator importante no
biocontrole, entretanto a eficiéncia de isolados de T. koningii no controle de S. ceviporum em
plantas de cebola ndo sofreu alteracdo, independente da quantidade de esclerédio/grama de
solo e da quantidade do antagonista aplicada (METCALF et al., 2004). Dados recentes
apontam que a performance de Trichoderma spp. pode ser muito mais influenciada pelo
tempo que permanece em contato com o patdgeno, do que pela pressdo de doenca
propriamente dita (McLEAN et al., 2012).

7.2 Biocontrole de S. sclerotiorum e crescimento em plantulas de alface utilizando

Trichoderma spp.

Uma alternativa para o fornecimento de Trichoderma spp. é o tratamento de sementes
(LOBO JUNIOR, 2005), pois esses agentes tém habilidade de se estabelecerem na rizosfera,
colonizando o sistema radicular e controlando diversos patdgenos de solo (SCHMIDT, 1979).
O controle do damping-off pelo tratamento de sementes com agentes bioldgicos, tem sido
relatado com sucesso em diversas culturas (HOWEL, 2006), assim como sua utilizagdo como
promotor de crescimento.

Nesse ensaio, constatou-se que a presenca de S. sclerotiorum no substrato diminui
estatisticamente a porcentagem de emergéncia em alface, porém a utilizacdo de Trichoderma
spp., reduziu esse efeito, exceto para os isolados UFSMT15.1, CP12, CP21 e SP13 (Tabela
6). Estudos confirmam que a aplicacdo direta de Trichoderma spp. permite o aumento
significativo na porcentagem e precocidade de emergéncia em sementes de tomate, porém
guando armazenados por pelo menos dois meses, alguns isolados podem promover
decréscimo no stand final das plantas (TSAHOURIDOU; THANASSOULOPOULOS, 2002).
Diante disso, na presenca apenas do biocontrolador, os isolados armazenados UFSMT15.1,
TC1.15, ETSR20 e os nativos CP21 e SP13 manifestaram-se negativamente, diminuindo
estatisticamente a porcentagem de germinagcdo. Um dos problemas ao tratar sementes com
agentes de biocontrole é que estes eventualmente afetam negativamente a germinacdo
(LUCON, 2009), ja que podem utilizar a semente com substrato, colonizando-a. Mesmo
assim, alguns ainda destacaram-se numericamente, apesar de igualarem-se a testemunha
absoluta, sendo eles, CP11 e SP23.
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Tabela 6 Emergéncia (%), plantulas sobreviventes (%) e indice de Velocidade de Emergéncia
- IVE para plantulas de alface cv. Regina, oriundas de sementes tratadas com Trichoderma
spp. obtidos de diferentes origens, na auséncia e presenca de S. sclerotiorum. Santa Maria,
RS. 2012

Emergéncia Sobreviventes

% % IVE
Trichoderma Sem Com Sem Com Sem Com
Spp. S.<cleroiorum  S.sclerotiorum S, sclerotiorum  S.scleratiorum S, sclerotiorum S, sclerotiorum
Sem
Trichoderma 73 aA 53 bB 50 bA 52 bA 1,44 aA 0,80 bB
Spp.
UFSMT15.1 51 bA! 53 bA 39 bA 47 bA 0,81 bA 0,99 bA
UFSMT17 74 aA 77 aA 69 aA 71aA 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
SP13: 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 minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente,
segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05); 2CP: isolados proveniente de &reas com histérico de mofo-branco; 3SP:
isolados proveniente de areas sem historico de mofo-branco.

Ainda para os dados de porcentagem de emergéncia, observou-se que o isolado
TC1.15 promoveu decréscimo na auséncia de S. sclerotiorum quando comparado a
testemunha absoluta, sendo estatisticamente superior na presenca do patdgeno.
Comportamento contrario foi demonstrado por CP12, que foi significativamente maior na
auséncia do patogeno.

Contrariando os resultados anteriores, a porcentagem de sobrevivéncia ndo diferiu
entre as testemunhas absoluta e a infestada apenas com S. sclerotiorum. Os isolados de
Trichoderma spp. UFSMT17, CP11, CP22, SP23 e SP24 superaram estatisticamente a
testemunha absoluta, promovendo ganhos de sobrevivéncia. O isolado TC1.15, no entanto,

atuou negativamente, na auséncia do patégeno, ja que foi estatisticamente maior na presenca
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dele, assim como ocorreu para os dados de germinagdo. Dos isolados aplicados, 75%
apresentaram capacidade de aumentar a sobrevivéncia das plantulas na presenca do patégeno.

Estudos anteriores revelam que isolados de T. koningii foram agressivos contra S.
sclerotiorum, colonizando 100% dos esclerodios em sete dias (in vitro) e aos 60 dias em solo
infestado (in vivo) (DOS SANTOS; DHINGRA, 1982). Além disso, cerca de 51% de
plantulas de alface utilizadas na testemunha contendo apenas o patégeno, sobreviveram 21
dias ap6s a semeadura, comparado com 82% quando se utilizou o tratamento com T.
harzianum, obtendo plantulas mais saudaveis e vigorosas (INBAR; MENENDEZ; CHET,
1996). Estes resultados sdo confirmados por Abdullah, Ali e Suleman (2008), que aplicando
T. harzianum nativo, em plantulas de tomate, comprovaram sua eficcia em mais de 80% no
controle de S. sclerotiorum.

Os resultados do IVE confirmam que a presenca do patdgeno é prejudicial no
desenvolvimento inicial de mudas de alface, visto que as testemunhas diferiram
estatisticamente entre si, bem como, CP22, SP13 e SP23, que tambem foram
significativamente menores, quando comparados aos mesmos tratamentos na auséncia do
patdgeno. Com excecdo aos isolados UFSMT15.1 e TC1.15, que foram significativamente
menores do que a testemunha absoluta, na auséncia do patdgeno, os demais apresentaram
capacidade de promover ganhos na velocidade de germinacdo. Sementes de tomate cv. Jubilee
tratadas com T22 (T. harzianum) também tiveram aumento na velocidade de germinacéo
(MASTOURI; BJORMAN; HARMAN, 2010).

O tratamento com Trichoderma spp. promoveu ganhos de comprimento de parte aérea
em plantulas de alface de até 1,16 cm ou 34%, em relacdo a testemunha absoluta, sugerindo
gue 0 mesmo atua como promotor de crescimento (Tabela 7). Na presenca de S. sclerotiorum,
ndo apresentaram bons resultados os isolados: UFSMT15.1, TC1.15, CP21, CP22, SP13,
SP23 e SP24. Em solo inoculado com T. harzianum, pepineiro e pimenteiro apresentaram
aumento significativo quanto a altura de plantas de 24 e 17% e para peso de matéria seca de
25 e 20%, respectivamente (INBAR et al., 1994). Tsahouridou e Thanassoulopoulos (2002)
ainda reforcam que o tamanho de pléantulas infestadas com S. rolfsii e tratadas com
Trichoderma spp., foram maiores em todos os tratamentos utilizados e com maior matéria

seca do que nos tratamentos controle.
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Tabela 7 Crescimento de 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 CSR MSPA? MSSR? MST?
cm cm g g g
Trichodermaspp Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
" S.<cleroiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum S, sclerotiorum  S. sclerotiorum
Sem 1
Trichockrmasop. 3,44 bA 3,70 aA 2,70 bB 4,68 aA 0,025 cA 0,072 aA 0,007 aA 0,017 cA 0,032 cA 0,089 bA

UFSMT15.1 3,04 bA 3,01 bA 2,35 bA 1,84 bA 0,025 cA 0,012 bA 0,007 aA 0,002 cA 0,032 cA 0,014 cA
UFSMT17 3,82 aA 3,70 aA 2,36 bB 4,39 aA 0,045 cB 0,102 aA 0,010 aB 0,067 aA 0,055 cB 0,169 aA

TC1.15 3,28 bA 2,96 bA 2,40 bA 2,01 bA 0,040 cA 0,020 bA 0,007 aA 0,002 cA 0,047 cA 0,022 cA

ETSR20 3,68 bA 3,95 aA 2,68 bB 4,85 aA 0,077 bA 0,085 aA 0,007 aA 0,020 cA 0,084 cA 0,097 bA
CP113 4,60 aA 3,70 aB 2,53 bA 2,51 bA 0,057 cA 0,092 aA 0,002 aA 0,010 cA 0,059 cA 0,104 bA
CP12 4,29 aA 3,68 aA 4,28 aA 2,97 bA 0,157 aA 0,037 bB 0,030 aA 0,002 cA 0,187 aA 0,038 cB
CP21 3,48 bA 3,08 bA 2,44 bA 2,54 bA 0,062 cA 0,027 bA 0,012 aA 0,005 cA 0,074 cA 0,032 cA
CP22 3,90 aA 3,15 bB 3,32 aA 2,40 bA 0,082 bA 0,027 bA 0,005 aA 0,007 cA 0,089 bA 0,034 cA
SP134 3,86 aA 3,20 bA 3,73 aA 4,13 aA 0,087 bA 0,140 aA 0,022 aA 0,032 bA 0,109 bA 0,172 aA
SP23 4,06 aA 3,03 bB 2,90 bA 3,69 aA 0,085 bA 0,090 aA 0,025 aA 0,045 bA 0,110 bA 0,135 bA
SP14 3,06 bA 3,76 aA 2,09 bB 3,72 aA 0,035 cA 0,062 aA 0,003 aA 0,017 cA 0,038 cA 0,079 bA
SP24 3,45 bA 3,31 bA 2,37 bB 3,91 aA 0,057 cA 0,077 aA 0,007 aA 0,010 cA 0,064 cA 0,087 bA

CV (%) 14,36 29,38 2,93 1,55 3,64

'Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha néo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05).
’Dados transformados em %/x + 0,5.

3CP: isolados proveniente de &reas com histérico de mofo-branco.

*SP: isolados proveniente de areas sem histérico de mofo-branco.
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Para a variavel crescimento do sistema radicular, observou-se que as plantulas tratadas
apenas com S. sclerotiorum foram superiores a testemunha absoluta, o que pode ter permitido
as plantulas desencadear uma resposta contra o patdgeno, forcando o crescimento das raizes
em busca de nutrientes para fugir do ataque fungico. Nas plantulas tratadas apenas com
Trichoderma spp., os isolados CP12, CP22 e SP13 destacaram-se com médias superiores
estatisticamente a testemunha absoluta, sugerindo que 0s mesmos, atuam como promotores de
crescimento do sistema radicular, j& que permitiram ganhos de até 1,58 cm ou 58,52%. O
tratamento de sementes ou de plantulas com produtos biologicos pode, simultaneamente,
conferir resisténcia a estresses biodticos (doencas) e estresses abidticos (MASTOURI,
BJORMAN; HATMAN, 2010).

Nas plantulas tratadas com o biocontrolador na auséncia do patdgeno, verificou-se que
UFSMT17, ETSR20, SP14 e SP24 tiveram valores para o sistema radicular estatisticamente
iguais a testemunha absoluta, porém estatisticamente menores do que 0s seus correspondentes
cultivados em substrato infestado com S. sclerotiorum, dando indicios que tais cepas agiram
mais ativamente na presenca, do que na auséncia do patégeno no substrato. Pinto et al. (2011)
sugerem, que pode ser uma caracteristica especifica da alface cv. Regina, ja que também
relatou maiores resultados para plantas cultivadas na presenca de fitopatdgenos, sugerindo
que esta cultivar em especial, pode ter moderada resisténcia a infecc6es fungicas.

Todos os isolados do grupo CP, UFSMT15.1 e TC1.15 foram estatisticamente
inferiores a testemunha na presenca de S. sclerotiorum, os dois Ultimos em especial,
repetindo-se como ineficientes controladores do patégeno, assim como na variavel
crescimento de parte aérea. Tsahouridou e Thanassoulopoulos (2002) reforcam que o tempo
de armazenamento influencia a taxa de crescimento de plantas de tomate, sugerindo que a
ineficiéncia de UFSMT15.1 e TC1.15 pode estar relacionada ao tempo de armazenamento.
Segundo Mastouri, Bjorman e Harman (2010), Trichoderma spp. sdo favorecidas pela
presenca de raizes, as quais colonizam facilmente, e aquelas que colonizam melhor a rizosfera
podem ser adicionadas ao solo ou em sementes por qualquer método.

A promogéo de crescimento desempenhada por Trichoderma spp. é confirmada pelos
resultados obtidos para o peso de matéria seca da parte aérea, em plantas cultivadas na
auséncia do patogeno. Dentre os isolados utilizados neste trabalho, destaca-se CP12, com
ganhos significativos em relacdo a testemunha absoluta, seguido de ETSR20, CP22, SP13 e
SP23. Assim como observou Pinto et al. (2011), neste trabalho as plantas de alface nédo
infestadas com patdgeno, apresentaram menores médias para matéria seca da parte aérea do

que as infestadas. Ja na presenca do patdgeno, os isolados do grupo SP, UFSMT17, ETRS20
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e CP22 mostraram-se estatisticamente iguais a testemunha, porém apenas SP14 ndo foi
numericamente superior. Segundo Gomes e Paiva (2004), a massa seca da parte aérea indica a
rusticidade das mudas e a massa seca das raizes, determina a sobrevivéncia e crescimento
inicial das mudas a campo.

Para os dados de matéria seca do sistema radicular, na auséncia do patégeno, 0s
isolados de Trichoderma spp. ndo mostraram diferencas significativas em relagdo a
testemunha absoluta, porém UFSMTL17 foi estatisticamente menor do que o0 seu
correspondente na presenca de S. sclerotiorum. Na presenca do patdégeno, o mesmo isolado
UFSMT17, foi o melhor, seguido por SP13 e SP23, com os demais se igualando
estatisticamente a testemunha. Em solo infestado por Pythium spp. ocorreu reducdo da
matéria seca do sistema radicular em mudas de tomate, enquanto em sementes tratadas com T.
harzianum as plantulas tiveram aumento de 46% quando comparadas a testemunha absoluta
(MASTOURI; BJORMAN; HARMAN, 2010).

Confirmando o potencial de biocontrole exercido pelos isolados de Trichoderma spp.,
CP12 obteve maior média para a matéria seca total em plantulas de alface cultivadas apenas
com o biocontrolador, seguido por CP22, SP13 e SP23. Ja para as plantulas semeadas em
substrato infestado com S. sclerotiorum, as cepas UFSMT17 e SP13 foram as melhores, com
SP13 superando estatisticamente o seu correspondente na auséncia do patégeno. Os isolados
UFSMT15.1, TC1.15, CP21 e CP22 apresentaram os piores resultados, sendo estatisticamente
menores do que a testemunha infestada com o patégeno, sugerindo que 0s mesmos nao sao
bons controladores de damping-off causado por S. sclerotiorum em plantulas de alface.

Diante do exposto, as concentracdes das UFC.g™ presentes no p6 de Trichoderma spp.
aplicado nas sementes, ndo influenciaram significativamente o controle e o crescimento de
alface. Confirmando os resultados obtidos por diversos autores (McLEAN et al., 2012;
PAULITZ, 2000; OUSLEY; LYNCH; WHIPPS, 1994), os quais citam que, formula¢Ges com
concentracdes superiores a 10° UFC.g™! ndo promovem ganhos no biocontrole de Sclerotinia
spp., sendo portanto mais influenciado pelo tempo de armazenamento e diversidade

fisioldgica apresentada pelos isolados de Trichoderma spp.
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7.3 Sobrevivéncia e severidade do mofo-branco, em plantas de alface

Diversos fatores sdo conhecidos influenciando a severidade de Sclerotinia spp. em
alface, os quais incluem estagio de desenvolvimento da cultura, temperatura do ar e umidade
do solo (SAHARAN; MEHTA, 2008). Devido as condi¢cdes ambientais altamente favoraveis,
0 aparecimento da doenca, em campo, foi evidenciado ainda na primeira semana ap0s 0
transplantio, com o desenvolvimento do micélio branco, caracteristico do fungo, no substrato

infestado (Figura 11A), causando damping-off nas mudas recém transplantadas (Figura 11B).

Figura 11 A) Crescimento do micélio caracteristico do mofo-branco no substrato infestado
apenas com S. sclerotiorum. B) Damping-off em mudas de alface cv. Regina, cultivadas em
casa de vegetacdo. Santa Maria, RS. 2012

Em substrato infestado apenas com S. sclerotiorum, a testemunha apresentou
porcentagem de plantas de alface sobreviventes de 50%, sendo estatisticamente menor que a
testemunha absoluta e do que as plantas em que foram aplicados os isolados de Trichoderma
spp., conforme a Tabela 8. Tais resultados sdo contrarios aos encontrados por Chitrampalam
et al. (2008), em que o numero de plantas sobreviventes nos tratamentos inoculados apenas
com Trichoderma spp., Gliocladium spp. e Bacillus spp. em geral foram menores do que a
testemunha absoluta. Na testemunha infestada apenas com S. sclerotiorum, obteve-se 0 maior

namero de plantas mortas e as maiores notas para a severidade da doenca, sugerindo que 0s
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gréos de arroz colonizados com S. sclerotiorum foram capazes de manifestar sintomas na
cultura. Segundo Brighenti (2010), o mofo-branco ocorre quando as folhas permanecem em
contato direto com o substrato contaminado, o que pode ser observado claramente na Figura
11B. O micélio produzido pelo fungo infecta folhas baixas e tecidos do caule, podendo causar
declinio de plantas de alface em uma semana (SAHARAN; MEHTA, 2008).

Tabela 8 Porcentagem de plantas de alface (cv. Regina) sobreviventes, inoculadas com S.
sclerotiorum e isolados de Trichoderma spp. armazenados e obtidos de areas com e sem
historico da doenga. Santa Maria, RS. 2012

Sobreviventes (%0)

Trichoderma s Sem Com
Pp. S. sclerotiorum S. sclerotiorum
. sem 100 aA! 50,0 bB
Trichoderma spp.
UFSMT15.1 100 aA 100 aA
UFSMT17 100 aA 87,5 aA
TC1.15 100 aA 87,5aA
ETSR20 100 aA 87,5 aA
CP112 100 aA 87,5aA
CP12 100 aA 100 aA
CP21 100 aA 100 aA
CP22 100 aA 87,5aA
SP133 100 aA 87,5 aA
SP23 100 aA 87,5 aA
SP14 100 aA 100 aA
SP24 100 aA 100 aA
CV (%) 22,59

!Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente,
segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05); 2CP: isolados proveniente de areas com historico de mofo-branco; 3SP:
isolados proveniente de areas sem histérico de mofo-branco.

Todos os isolados de Trichoderma spp. testados providenciaram reducdo na
severidade da doenca quando comparados com a testemunha infestada apenas com S.
sclerotiorum. No grupo dos isolados armazenados, ETSR20 apresentou as maiores notas para
severidade da doencga desde a primeira semana de avaliagdo, indicando ndo ser um bom

inibidor dos danos causados por S. sclerotiorum, enquanto os demais isolados ao final da 52
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semana apresentaram notas semelhantes entre si, sugerindo que os mesmo desempenham

atividades similares na redugédo dos sintomas (Figura 12).
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Figura 12 Notas para a severidade de mofo-branco em plantas de alface infestadas apenas
com S. sclerotiorum e biocontrole do patégeno com isolados de Trichoderma spp.
armazenados, baseadas na escala de Cotxarrera (2002). Santa Maria, RS. 2012

Utilizando os isolados do grupo CP, apenas CP21 foi capaz de atuar de forma eficiente

no biocontrole da doenca (Figura 13), ja que manteve até o final do ciclo da cultura notas

baixas para severidade, ndo permitindo o avango dos sintomas. CP12 exibiu os piores

resultados desse grupo, proporcionando o avanco linear da doenca, apesar de todas as cepas

pertencerem a espécie T. asperellum, ficando evidente que atuam de formas distintas no

controle de S. sclerotiorum. O mesmo também foi observado por Hoyos-Carvajal, Orduz e
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Bissett (2009), indicando uma alta diversidade metabdlica em isolados de T. asperellum

obtidos de regides Tropicais.
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Figura 13 Notas para a severidade de mofo-branco em plantas de alface infestadas apenas
com S. sclerotiorum e biocontrole do patégeno com isolados de Trichoderma spp. obtidos de
areas com historico da doenca, baseadas na escala de Cotxarrera (2002). Santa Maria, RS.
2012

Dentre os isolados do grupo SP (Figura 14), SP24 foi o melhor, obtendo notas
semelhantes ao melhor isolado do grupo anterior, 0 CP21, sendo ambos considerados 0s
melhores no controle da severidade de S. sclerotiorum utilizados nesse ensaio. Contrariando
os resultados anteriores, em que cepas da mesma espécie apresentaram comportamentos
distintos, entre os isolados SP foi observado um comportamento semelhante em espécies
diferentes, ou seja, SP23 (T. koningiopsi) obteve as mesmas notas do que SP14 (T.

asperellum). De acordo com Dennis e Webster (1971), os isolados de uma mesma espécie,
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embora sejam morfologicamente semelhantes, podem diferir fisiologicamente e atuarem de

maneira diferente no controle de fitopatdgenos, dependendo, portanto, mais das caracteristicas

fisioldgicas dos isolados que da espécie propriamente dita.
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Figura 14 Notas para a severidade de mofo-branco em plantas de alface infestadas apenas
com S. sclerotiorum e biocontrole do patégeno com isolados de Trichoderma spp. obtidos de
areas sem histérico da doenca, baseadas na escala de Cotxarrera (2002). Santa Maria, RS.

2012

A severidade da doenca mofo-branco no ensaio em casa de vegetacdo, ndo apresentou

diferencas marcantes no que diz respeito a origem dos isolados, visto que CP21 e SP24,

obtidos, respectivamente, de areas com e sem histérico da doenca, foram aqueles que

desempenharam melhores resultados para a redugdo da severidade quando comparados a

testemunha. O mesmo se aplica & quantidade de UFC.g™ de Trichoderma spp. aplicadas nos

vasos cultivados com alface, jé que, enquanto as melhores respostas continham 1,3 e 3,75x10’
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UFC.g*, para CP21 e SP24, respectivamente, as piores representadas por CP12 e SP13,
tinham 1,6 e 7,57x10" UFC.g*, respectivamente. Confirmando que a populacdo do
antagonista ndo é um fator decisivo na reducdo da severidade de S. sclerotiorum, para alface

cultivada em casa de vegetacao.

7.4 Biocontrole de S. sclerotiorum e promocdo de crescimento em plantas de alface

utilizando Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados no ensaio foram capazes de promover
ganhos de crescimento tanto na presenca, quanto na auséncia de S. sclerotiorum, em plantas
de alface cv. Regina. Para a varidvel nimero de folhas (Tabela 9), os melhores isolados
testados na auséncia de S. sclerotiorum foram UFSMT15.1, ETSR20 e SP13, enquanto oS
demais apresentaram-se estatisticamente iguais a testemunha, apesar de serem numericamente
superiores. Na presenca do patdgeno, os isolados ndo apresentaram diferenca significativa,
ainda que TC1.15 e SP13 tenham se destacado numericamente. Os valores apresentados
superam os encontrados por Duarte et al. (2012), que obteve 25 folhas no tratamento controle
e estdo de acordo com Santos et al. (2001) que avaliando crescimento de alface encontrou

valor maximo de 35 folhas/planta.
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Tabela 9 Numero de folhas, didmetro do colo e crescimento do sistema radicular (CSR) para
plantas de alface cv. Regina, inoculadas com S. sclerotiorum e isolados de Trichoderma spp.
armazenados e obtidos de areas com e sem historico da doenca. Santa Maria, RS. 2012

Didmetro do colo CSR
(o]
Ne° de folhas mm om

Trichoderma Sem Com Sem Com Sem Com
SP. S.sclerotiorum  S.sclerotiorum  S.sclerotiorum S, sclerotiorum  S.sclerotiorum S, sclerotiorum

_Sem 27,57 bA* 30,50 aA 10,20 aB 13,10 aA 20,87 bA 19,25 bA
Trichoderma spp.

UFSMT15.1  32,83aA 32,28 aA 12,88 aA 12,48 aA 24,67 aA 22,61 aA
UFSMT17 30,85 bA 31,33 aA 11,21 aA 11,67 aA 24,01 aA 22,60 aA
TC1.15 30,62 bB 34,50 aA 11,81 aA 12,28 aA 19,08 bA 19,73 bA
ETSR20 32,28 aA 31,50 aA 11,87 aA 11,12 aA 20,25 bA 22,66 aA

CP112 30,71bA  32,37aA  1143aA  1244aA  2020bB 24,80 aA
CP12 28,28bB  3314aA  11,34aA  12,66aA  22,87aA 20,64 bA
cpP21 2943bB  337l1aA  1171aA  1290aA  22,18aA 21,63 aA
CP22 3085bA  30,33aA  10,79aA  10,77aA  22,02aA 19,20 bA
SP13 3386aA  3550aA  12,83aA  1321aA  2364aA 20,88 bA
sP23 2957bA  3067aA  1121aA  1173aA  2254aA 20,53 bA
SP14 30,87bA  31,43aA  1146aA  1205aA  20,87bA  19,15bA
sP24 3043bA  32,71aA  11,03aA  1274aA  22,71aA 19,38 bA
CV (%) 9,97 1452 14,48

'Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente,
segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05); 2CP: isolados proveniente de areas com historico de mofo-branco; 3SP:
isolados proveniente de areas sem histérico de mofo-branco.

Os dados para didametro do colo mostraram que a testemunha absoluta foi
estatisticamente menor do que a testemunha cultivada em substrato infestado com S.
sclerotiorum. Na auséncia de S. sclerotiorum, os isolados do antagonista foram
estatisticamente iguais a testemunha absoluta, mesmo com todos os isolados numericamente
superiores a ela. Ja, na presenca do patdgeno, apenas SP13 foi numericamente superior a sua
testemunha, mesmo com todos os isolados testados estatisticamente iguais.

Na auséncia do patdgeno, aproximadamente, 64% dos isolados atuaram auxiliando no
desenvolvimento do sistema radicular, com incrementos de até 17,5% ou 3,64 cm, no
comprimento em relagdo a testemunha absoluta, sendo TC1.15, ETSR20, CP11 e SP14 os
menos promissores. Porém, nas plantas cultivadas em substrato infestado com S.
sclerotiorum, todos os isolados do grupo SP apresentaram-se estatisticamente iguais a
testemunha, sendo superados por UFSMT15.1, UFSMT17, ETSR20, CP11 e CP21.
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Yedidia et al. (2001) sugerem que o efeito na promogéo de crescimento causado por T.
harzianum presente na rizosfera do solo é devido ao aumento proporcionado a area radicular,
que permite a planta explorar um volume maior de solo e consequentemente mais fontes de
nutrientes. Isso pode ter permitido ao isolado ETSR20, um dos melhores resultados quando
utilizado na presenca de S. sclerotiorum, visto que, na presenca do patdogeno h& maior
liberacdo de exsudatos radiculares deixando que agentes antagonicos usufruam deles para seu
desenvolvimento, que segundo Ousley, Lynch e Whipps et al. (1994), sdo decorrentes da sua
atividade saprofitica no solo. Bal e Altintas (2008) ainda ressaltam que, enquanto exsudatos
de raizes de cebola causam inibicdo, em alface eles sdo levemente favoraveis a T. harzianum.
O isolado UFSMT15.1, pertencente a espécie T. koningiopsis, também proporcionou bom
desenvolvimento do sistema radicular da planta na presenca do patdgeno, tal espécie tem
desempenhado significativos resultados contra S. sclerotiorum (ESCANDE; LAICH;
PEDRAZA, 2002).

Assim como a variavel namero de folhas, a matéria fresca da parte aérea somente
apresentou resultados estatisticamente significativos na auséncia do patégeno (Tabela 10),
guando todos os isolados tiveram médias numericamente superiores a testemunha absoluta.
Mais uma vez destacam-se, auxiliando no crescimento da parte aérea, os isolados
UFSMT15.1, TC1.15, ETSR20, CP21 e ainda SP13, que foi inferior ao seu equivalente na
presenca do patdgeno, assim como o isolado CP12,
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Tabela 10 Matéria fresca da parte aérea (MFPA) e sistema radicular (MFSR), matéria seca da parte aérea (MSPA) e sistema radicular (MSSR) e
matéria seca total (MST) para plantas de alface cv. Regina, inoculados com S. sclerotiorum e isolados de Trichoderma spp. armazenados e
obtidos de &reas com e sem historico da doenga. Santa Maria, RS. 2012

MFPA MFSR MSPA MSSR MST
g 9 g 9 g
Trichoderma. Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
P S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S. sclerotiorum S.sclerotiorum  S. sclerotiorum
Sem N
Trichodermaspp. 60,47 bA 84,45 aA 4,34 aB 10,06 aA 4,23 bB 7,42 aA 0,32 aB 0,62 aA 4,55 bB 8,05 aA

UFSMT15.1 95,01 aA 71,93 aA 7,85 aA 7,04 bA 6,46 aA 5,30 aA 0,51 aA 0,46 aA 6,97 aA 5,77 bA
UFSMT17 75,66 bA 82,15 aA 7,28 aA 6,67 bA 4,57 bA 4,86 aA 0,44 aA 0,45 aA 5,01 bA 5,32 bA
TC1.15 81,75 aA 94,46 aA 5,10 aA 7,83 bA 5,70 aA 6,78 aA 0,41 aA 0,59 aA 6,11 aA 7,37 aA
ETSR20 84,56 aA 73,50 aA 5,92 aA 6,78 bA 5,68 aA 5,79 aA 0,42 aA 0,35 aA 6,10 aA 6,14 bA

CP112 77,02 bA 85,95 aA 5,48 aB 9,31 aA 4,64 bA 5,53 aA 0,34 aB 0,69 aA 4,99 bA 6,22 bA
CP12 60,44 bB 97,90 aA 6,83 aA 7,43 bA 4,23 bA 5,62 aA 0,41 aA 0,51 aA 4,64 bA 6,13 bA
CP21 88,52 aA 97,75 aA 6,52 aA 7,95 bA 4,65 bA 5,55 aA 0,36 aA 0,49 aA 5,01 bA 6,05 bA
CP22 67,10 bA 71,81 aA 5,34 aA 5,24 bA 5,01 bA 4,68 aA 0,56 aA 0,29 aB 5,58 bA 4,97 bA
SP13: 97,42 aB 109,40 aA 8,50 aA 9,70 aA 5,59 aA 6,27 aA 0,62 aA 0,62 aA 6,21 aA 6,89 aA
SP23 69,05 bA 79,01 aA 7,41 aA 5,99 bA 4,26 bA 4,67 aA 0,49 aA 0,41 aA 4,75 bA 5,09 bA
SP14 77,60 bA 92,72 aA 4,96 aA 6,94 bA 4,73 bA 5,98 aA 0,32 aA 0,45 aA 5,05 bA 6,43 bA
SP24 70,81 bA 91,35aA 6,48 aA 6,34 bA 4,78 bA 6,03 aA 0,43 aA 0,49 aA 5,21 bA 6,52 bA
CV (%) 26,68 37,59 25,62 48,94 25,13

'Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maidscula na linha néo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05); 2CP: isolados proveniente
de areas com histdrico de mofo-branco; 3SP: isolados proveniente de areas sem histérico de mofo-branco.
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De forma semelhante ao experimento realizado em plantulas de alface, no tratamento
infestado apenas com S. sclerotiorum, para o ensaio em vasos, foi possivel observar que a
alface cv. Regina manteve um comportamento padrdo, superando a testemunha absoluta,
confirmando a sua capacidade de resposta frente ao ataque fingico, que neste caso,
apresentou mortalidade de 50%.

Os dados de mateéria fresca da parte aérea corroboram com os apresentados por Duarte
et al. (2012), que encontraram maximo de 90,3 g.planta™ utilizando-se adubag&o organica em
alface cv. Regina, visto que SP13 e UFSMT15.1, exibiram 97,42 e 91,01 g.planta™,
respectivamente, na auséncia do patdégeno. Na presenca de S. sclerotiorum, o isolado SP13
também foi capaz de promover aumento de massa fresca, quando comparado a testemunha,
mesmo que nao tenha diferido da mesma.

Possivelmente devido a colheita das plantas, que ndo permitiu a coleta total das raizes
secundarias, as quais ficaram fortemente aderidas ao substrato, provavelmente originando um
erro experimental, os resultados para matéria fresca e seca do sistema radicular apresentaram
altos coeficientes de variacdo. Na presenca do patdgeno, a testemunha apresentou os melhores
resultados para matéria fresca do sistema radicular, com apenas dois isolados igualando-se a
ela, sendo CP11, que também foi o melhor para crescimento radicular, e SP13. Enquanto nos
tratamentos sem S. sclerotiorum, todos os isolados testados foram numericamente superiores
a testemunha absoluta, podendo dar indicios que individuos do género Trichoderma atuam
promovendo ganhos de matéria fresca no sistema radicular de alface. Louzada et al. (2009)
acrescentam que 0 antagonista desenvolve acdo direta no controle dos patdgenos,
apresentando acgéo indireta sobre a produtividade das plantas e maior exploragdo do solo
através do sistema radicular.

Assim como na variavel matéria fresca, os resultados para matéria seca da parte aérea
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo a testemunha absoluta, porém apenas na
auséncia de S. sclerotiorum. Os melhores resultados foram exibidos por UFSMT15.1,
TC1.15, ETSR20 e SP13, que apresentaram 6,46; 5,70; 5,68; e 5,59 g respectivamente,
superando os valores maximos encontrados por Duarte et al. (2012), que ficaramm em torno
de 4,86 g.planta™, para a cv. Regina. No entanto, na presenca do patdgeno, todos os isolados
de Trichoderma spp. foram numericamente inferiores a testemunha.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre a testemunha absoluta e as
plantas de alface tratadas com o antagonista na auséncia do patégeno para a variavel matéria
seca do sistema radicular. Mesmo assim, verifica-se que as plantas tratadas com Trichoderma

spp. foram numericamente superiores a testemunha absoluta. Tais resultados estdo de acordo
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com Resende et al. (2004) e Cassiolato (1995), que relatam acumulo de matéria seca nas
raizes beneficiadas com aplicacdo do fungo antagonista. Ainda na auséncia do patdgeno,
verificou-se que o isolado CP11 e a testemunha absoluta foram estatisticamente inferiores aos
seus correspondentes na presenca de S. sclerotiorum.

Assim como na auséncia do patdgeno, os dados para matéria seca do sistema radicular
na presenca do mesmo ndo mostram diferencas significativas, porém CP22 foi
estatisticamente inferior ao seu correspondente na presenca de S. sclerotiorum. Pinto et al.
(2011), utilizando diferentes cultivares de alface em sistema hidropbnico, constataram que a
cv. Regina se desenvolveu melhor na presenca de P. aphanidermatum, exibindo maiores
médias para massa do sistema radicular. Fato semelhante foi observado neste ensaio, com a
testemunha infestada apenas com S. sclerotiorum sendo estatisticamente superior a
testemunha absoluta, mesmo assim, ndo se pode concluir que tal cultivar seja mais resistente
ao mofo-branco.

Utilizando UFSMT17 (T. aureoviride) no controle de Fusarium oxysporum f. sp.
chrysanthemi, Menezes (2007) obteve bons resultados, mas o0 mesmo ndo se observou no
presente ensaio. Portanto, Hoyos-Carvajal et al. (2008) sugerem que a capacidade
micoparasitica desempenhada por Trichoderma spp. varia de acordo com o patégeno
utilizado. Craver, Pitt e Rhodes (1996) ainda ressaltam que T. aureoviride tem seu maximo
potencial antagonista a 28 °C, tornando-o uma excelente escolha no controle bioldgico em
plantas cultivadas em estufas e casas de vegetacdo. Devido ao periodo climatico em que este
ensaio foi instalado, ou seja, no inverno, raramente as temperaturas dentro da casa de
vegetacdo atingiram tal patamar, no entanto, para T. harzianum as temperaturas amenas sao
mais favoraveis (EASTBURN; BUTLER, 1988).

Para matéria seca total, os resultados foram significativos tanto na auséncia, quanto na
presenca do fungo fitopatogénico, verificando-se que apenas os isolados UFSMT15.1,
TC1.15, ETSR20 e SP13 promoveram ganhos reais de matéria seca, variando de 34,06 a
53,18%, e superando estatisticamente a testemunha absoluta. Porém, na presenca do
patdgeno, a testemunha obteve os maiores valores e apenas TC1.15 e SP13 foram capazes de
se igualar estatisticamente a ela. Esses resultados estdo de acordo com diversos autores, entre
eles, Lynck (1992) que relatou o potencial de Trichoderma spp. como agente bioldgico na
agricultura, devido a sua habilidade em estimular o crescimento de plantas, ja que
proporcionou aumento de 54 a 100% na producdo de alface. J& Ousley, Lynch e Whipps et al.
(1994) observaram que apenas um dos isolados de T. harzianum testados apresentou resultado

superior (5%) a testemunha absoluta quanto ao crescimento (massa seca total) em alface.
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Diante desses resultados, os melhores isolados no biocontrole de S. sclerotiorum
foram TC1.15 e SP13, confirmando o que foi sugerido por Harman (1991), em que o
comportamento dos isolados in vitro, pode nao se manifestar da mesma forma sob condicGes
de campo, ja que nos testes de confrontacédo direta, os isolados citados apresentaram-se como
pouco eficientes no controle do fungo. Entretanto, para a promocgdo crescimento, os melhores
isolados foram UFSMT15.1 e SP13, sugerindo que SP13 apresenta as caracteristicas
desejaveis para um biocontrolador, como excelente viabilidade para producdo em larga escala,
boa atividade antagbnica a S. sclerotiorum e capacidade de estimular a promocdo de

crescimento em plantas de alface.

7.5 Quantificagdo das UFC.g™ de Trichoderma spp. no substrato inoculado

A rizosfera é a area que proporciona efeitos diretos sobre as plantas (SALGADO et al.,
1999), pois nela encontram-se 0s micro-organismos que podem promover crescimento vegetal
e proteger o sistema radicular de possiveis infeccdes por patdgenos (PANDOLFO, 2007). Ja
a competéncia rizosférica é a habilidade que alguns micro-organismos tém de penetrar nas
raizes, estimular o crescimento e ativar mecanismos de defesas das plantas (VERMA et al.,
2007). Com base nisso, estipulou-se a coleta de substrato na regido adjacente as raizes, que
segundo estudos de Tsahouridou e Thanassoulopoulos (2002), tem correlacdo com a
habilidade antagbnica de Trichoderma spp. contra Sclerotinia spp., promovendo ganhos em
plantas de tomate. Os dados deste ensaio revelam que em substrato infestado com S.
sclerotiorum, as plantas testemunhas tiveram um maior desenvolvimento da populacdo de
Trichoderma spp., com 3,48x10° UFC.g™, supondo que S. sclerotiorum estimula a populacio
do biocontrolador no substrato (Tabela 11), ja que popula¢des de Trichoderma spp. obtidas de
solo rizosférico nativo, variam de 10* a 10° UFC.g* (HOHMANN et al., 2011), valores

similares aos encontrados no substrato antes do ensaio e na testemunha absoluta.
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Tabela 11 UFC.g™ de Trichoderma spp. na auséncia e presenca de S. sclerotiorum em
substrato cultivado com alface cv. Regina. Santa Maria, RS. 2012

Trichoderma spp Sem Com
" S.sclerotiorum S sclerotiorum

Antes do ensaio  4,5x10*cA?  4,5x10%cA
. Sem 5.00x10°bA  3.48x10°bA

Trichoderma spp.

UFSMT15.1 2,52x10°bA  7,69x10°bA
UFSMT17 1,81x10°bA  1,29x10°bA
TC1.15 5,64x10° bA  3,55x10°bA
ETSR20 2,28x10°bA  3,12x10°bA
CP112 4,80x10"aA  2,46x10aA
CP12 3,62x10'aA 5,77x10°bB
CP21 3,49x10"aA  1,65x10"aA
CP22 2,12x10"aA  3,97x10"aA
SpP13¢ 1,13x10°aA  3,11x10°bA
SP23 8,08x10°aA 1,15x10°bB
SP14 2,05x10"aA  3,83x10°bA
SP24 5,65x10°bB  3,84x10"aA
CV (%) 8,64

'Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente, segundo o teste de Scott-
Knott (P<0,05); *Dados transformados log;, x; >CP: isolados proveniente de areas com histérico de mofo-
branco; “SP: isolados proveniente de &reas sem histérico de mofo-branco.

Os isolados de Trichoderma spp. aplicados provaram ser bons colonizadores de
substrato, uma vez que as populacdes foram capazes de aumentar na presenca de alface,
quando comparadas com as UFC.g™ aplicadas, excetuando-se os isolados UFSMT17, CP12
(com S. sclerotiorum) e SP24 (sem S. sclerotiorum). Na auséncia do patdgeno, as maiores
populagdes foram apresentadas pelos isolados nativos, com excec¢do a SP24, que apesar de ter
apresentado maior quantidade UFC.g™" aplicada foi estatisticamente menor do que seu
correspondente na presenca de S. sclerotiorum, e apresentando um dos melhores resultados
para reducdo da severidade de mofo-branco. Os isolados CP11, CP21, CP22 e SP24 foram
significativamente maiores do que a testemunha infestada com S. sclerotiorum, e CP12 e
SP23 estatisticamente menores que seus equivalentes na presenga do patogeno.

De modo geral, foi possivel verificar, que a quantidade de UFC.g™ aplicada ndo
apresentou um padrdo bem definido, visto que na auséncia do patdégeno a maior populagéo foi
de 4,8x10" UFC.g*, para CP11, e a menor de 1,81x10° UFC.g™, para UFSMT17. J4 no
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substrato infestado com S. sclerotiorum, a maior populacdo foi de 3,97x10" UFC.g™, para
CP22, e a menor de 5,77x10°> UFC.g™, para CP11, sendo menor do que a sua testemunha.
Fahima e Henis (1990) reportaram incrementos em populacdes de Trichoderma hamatum
Bain em solo rizosférico de berinjela infestado com Rhizoctonia spp., quando comparado ao
ndo infestado. Isto é explicado pelo aumento da exsudagdo das raizes infectadas, promovendo
a base alimentar para o antagonista, ou conforme sugerido por Chet e Backer (1981), pelo
possivel atague dos propagulos do patdgeno pelo antagonista. Pouco ainda se sabe a respeito
de como as populacdes de Trichoderma spp. presentes na rizosfera influenciam o modo de
acdo das plantas (HOHMANN et al., 2011), porém estudos apontam que os isolados que
melhor colonizam o solo rizosférico, frequentemente colonizam a superficie e o cortex das

raizes.

8. CONCLUSOES

1. Os isolados de Trichoderma spp., obtidos de diferentes origens, apresentaram populacéo de

UFC.g* divergentes no pé inoculado.

2. O fornecimento de Trichoderma spp. promoveu plantulas de alface de boa qualidade e um
bom controle do patdgeno.

3. Os isolados Trichoderma spp. foram capazes de reduzir a severidade dos danos causados

por S. sclerotiorum em plantas de alface.

4. Auxiliaram positivamente no crescimento das plantas de alface os isolados UFSMT15.1,
ETSR20, CP21 e SP13, enquanto, TC1.15, CP22 e SP13 foram bons controladores do

patogeno.

5. Os isolados de Trichoderma spp. nativos obtiveram maiores populagcdes no substrato

cultivado com plantas de alface, do que os isolados armazenados.
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Identificacao dos isolados de Trichoderma spp.
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