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RESUMO GERAL

LIMA, Rejayne Barbosa. Patogenicidade de fungos de solo em alface, controle biologico e
compatibilidade de Trichoderma spp. com produtos quimicos. 2019. (167 p). Dissertacdo
(Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

A alface (Lactuca sativa L.) é originaria do sul da Europa e Asia ocidental. Algumas
cultivares sdo altamente sensiveis a condi¢cbes do ambiente e estdo sujeitas a ocorréncia de
diversas doencas, como aquelas causadas pelos fungos Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f. sp. lactucae — raca 1 e o oomiceto
Pythium ultimum, que juntos representam os principais agentes causadores de podriddes
radiculares e do colo de plantas jovens, bem como murcha generalizada. O manejo destes
patdgenos, veiculados pelo solo na cultura da alface deve ser baseado em um conjunto de
medidas de controle, porque o solo é um ambiente complexo, envolvendo muitos
microrganismos. Os fungicidas e inseticidas possuem diferentes modos de acéo e atuam sobre
diversos processos bioquimicos do alvo biol6gico. Fungos do género Trichoderma sdo 0s
mais estudados e utilizados entre os agentes de controle bioldgico de doencas de plantas. Eles
sdo reconhecidos em nivel de género por suas caracteristicas macroscopicas, tais como
aparéncia das colbnias, taxa de crescimento em meios de cultivos, agregacdo de conidios,
producdo de pigmentos difusiveis. Entretanto, em rarissimos casos, tais caracteristicas séo
consideradas Uteis na distincdo de espécies. Esses fungos podem atuar como agentes de
biocontrole, por diversos mecanismos, como 0 parasitismo, competi¢do, antibiose, indugédo de
resisténcia e promocéo de crescimento. Além de constituirem importante recurso para uso na
agricultura organica, esses agentes de biocontrole vém atraindo atencdo para uso na
agricultura convencional, em combinagdo com o controle quimico. O objetivo deste trabalho
foi estudar a patogenicidade de fungos fitopatogénicos habitantes do solo advindos de cultivos
de alface e feijdo, as sementes de distintas cultivares de alface, o potencial de Trichoderma
spp. como agentes de biocontrole de S. rolfsii, causador da murcha-de-esclerdcios em mudas
de alface, bem como a compatibilidade destes agentes a produtos quimicos registrados para a
cultura. De 16 cultivares disponiveis para estudo, foram selecionadas as cultivares Gizele,
BRS Lélia, Vitoria de Santo Antdo, BRS Mediterrdnea, Mauren e BRS Leila em testes de
germinacdo por diferentes métodos, previamente conduzidos. Dentre estas cultivares
selecionadas, as melhores sdo representantes do tipo varietal crespa, BRS Mediterranea, ‘BRS
Lélia’ e ‘BRS Leila’, que demonstraram entre 97 e 100% de germinacdo de sementes pelos
métodos papel-filtro, &gar-agua e papel Germitest, como também, nos testes de
patogenicidade conduzidos em laboratério, utilizando sementes inoculadas artificialmente
com os patdgenos S. sclerotiorum, S. rolfsii, F. oxysporum f. sp. lactucae — raca 1, R. solani e
P. ultimum. Todos os isolados dos fungos de solo utilizados, foram patogénicos a cultura da
alface. Porém, causaram danos diferentes. O fungo S. rolfsii foi o que mais afetou a
germinacdo das sementes de todas as cultivares testadas, comprometendo a germinacdo em
100% dos casos. Além disso, as cultivares Mauren e Vitdria de Santo Antdo foram as mais
afetadas pela presenga dos fungos S. sclerotiorum, R. solani e P. ultimum, com incidéncia de
até 100%. As cultivares melhores sobreviventes diante do agrupamento com todas as
cultivares e patdgenos, foram mais uma vez, as do tipo varietal crespa (BRS Mediterranea,
BRS Lélia e BRS Leila) com 86, 79 e 92% de probabilidade de germinacg&o, respectivamente.
Nos testes subsequentes, foram utilizados seis isolados de Trichoderma: T. harzianum, T.
virens, T. asperellum, T. asperelloides, T. koningiopsis e uma espécie ndo identificada. A
maioria dos isolados de Trichoderma testados foram superiores em crescimento micelial
no pareamento com os fitopatdgenos. Entretanto, R. solani e P. ultimum atingiram 4,7 e
4,8 cm de crescimento micelial contra os antagonistas T. virens e T. koningiopsis,
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respectivamente. Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae também demonstraram
baixas médias de crescimento micelial nos confrontos, apenas 3,03 e 2,71 cm. Os
isolados de Trichoderma demonstraram potencial de inibigdo micelial acima de 50%
contra todos os fitopatdgenos, com excecdo de T. virens (47%) e T. harzianum (49%)
contra R. solani, e T. harzianum (43%) e T. koningiopsis (45%) contra P. ultimum. Ainda
sim, estes indices variaram entre 43 a 76% para os fungos fitopatogénicos. O isolado T.
asperellum foi o destaque na inibicdo micelial contra os patdgenos, sendo consequentemente
o responsavel pelos maiores percentuais de inibicdo. Os resultados preliminares obtidos em
casa de vegetacdo na inoculacdo de mudas de alface com 10, 15, 20 e 25 mL da
suspensdo de esporos de T. asperelloides e T. koningiopsis no substrato infestado com S.
rolfsii (CEN1531), ndo mostraram evidéncia de que alguma combinacdo, antagonista +
dose crescente, seja de alguma forma eficaz para o controle da doencga nas condicdes
testadas. Todavia, nos tratamentos com doses de 20 e 25 mL de T. asperelloides
contribuiram para a sobrevivéncia de 50% das mudas ao final de 10 dias de
experimentacdo. O meio BDA foi o escolhido para os estudos de compatibilidades in vitro.
Todos os isolados de Trichoderma foram compativeis em todas as doses testadas dos
ingredientes ativo: iprodiona, boscalida e os inseticidas & base de imidacloprido e
atingiram crescimento micelial total de 90 mm em placas de Petri. Nos ensaios com
procimidona e iprodiona, todos os isolados de Trichoderma apresentaram a morfologia da
colénia diferentes das testemunhas, exceto o isolado Trichoderma sp. — CEN1441. Este
mesmo isolado foi o Gnico compativel ao ingrediente ativo procimidona em todas as doses.
Contudo, nenhum dos isolados testados foi compativel com o fungicida tiabendazol. Ao ser
avaliado o potencial dos seis isolados de Trichoderma como promotores de crescimento,
todos contribuiram para a promocdo de crescimento das mudas no final de 30 dias de
experimento. Os incrementos de massa fresca de raiz e de parte aérea, altura de planta e
comprimento de raiz, foram variaveis de 15 a 45% na cultivar BRS Leila com os isolados de
T. virens, T. koningiopsis e T. harzianum, de 13 a 36% na cultivar Lélia com os isolados T.
asperellum, T. asperelloides e de 44 a 78% na cultivar BRS Mediterranea com os isolados T.
virens, T. asperellum e T. asperelloides. O isolado T. virens foi 0 que mais contribuiu para o
incremento das variaveis e a cultivar BRS Mediterranea respondeu melhor as inocula¢des dos
isolados de Trichoderma, enquanto ‘BRS Lélia’ apresentou o menor desempenho nas
condicdes testadas. Perante os resultados alcancados ao longo de todos os capitulos desta
dissertacdo, foi possivel constatar que os testes de germinacdo utilizando diferentes métodos e
a patogenicidade in vitro, pode apresentar potencial de uso em estudos preliminares na
prospeccdo de gendtipos de alface com potenciais germinativos e resistentes as doencas
causadas pelos patogenos de solo e ainda, que a utilizacdo de fungos do género Trichoderma
contribui para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel em varias vertentes, como:
prospeccao in vitro de agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos, compatibilidade com
moléculas quimicas de fungicidas e inseticidas e na promocéo de crescimento de plantas
cultivadas.

Palavras-chave: biocontrole, fitopatdgenos, fungicida, Lactuca sativa, qualidade de
sementes.

Orientadora: Dra. Sueli Corréa Marques de Mello — Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.



GENERAL ABSTRACT

LIMA, Rejayne Barbosa. Pathogenicity of soil fungi on lettuce, biological control and
compatibility of Trichoderma spp. with chemicals. 2019. (167 p). Dissertation (Masters in
Plant Pathology) - University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Lettuce (Lactuca sativa L.) originates from southern Europe and western Asia. Some cultivars
are highly sensitive to environmental conditions and are subject to the occurrence of various
diseases, such as those caused by the fungi Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f. sp. lactucae - race 1 and the oomycete Pythium
ultimum, which together represent the main root and root rot agents of young plants, as well
as widespread wilting. The management of these soil-borne pathogens in lettuce should be
based on a set of control measures, because soil is a complex environment involving many
microorganisms. Fungicides and insecticides have different modes of action and act on
various biochemical processes of the biological target. Trichoderma fungi are the most
studied and used among biological control agents of plant diseases. They are recognized at the
gender level for their macroscopic characteristics such as colony appearance, growth rate in
culture media, conidia aggregation and diffusible pigment production. However, in very rare
cases such features are considered useful in distinguishing species. These fungi can act as
biocontrol agents by various mechanisms such as parasitism, competition, antibiosis,
resistance induction and growth promotion. In addition to being an important resource for use
in organic agriculture, these biocontrol agents have attracted attention for use in conventional
agriculture in combination with chemical control. The objective of this work was to study the
pathogenicity of soil-dwelling phytopathogenic fungi from lettuce and bean crops, to the
seeds of different lettuce cultivars, the potential of Trichoderma spp. as biocontrol agents of
S. rolfsii, which causes sclerotium wilt in lettuce seedlings, as well as the compatibility of
these agents with chemicals registered for this crop. From 16 cultivars available for study, the
cultivars Gizele, BRS Lélia, Vitoria de Santo Antdo, BRS Mediterranea, Mauren and BRS
Leila were selected for germination tests by different methods previously conducted. Among
these selected cultivars, the best are varietal curly variety, BRS Mediterranea, 'BRS Lélia' and
'‘BRS Leila', which demonstrated between 97 and 100% seed germination by paper-filter,
water-agar and Germitest paper methods, as well as in pathogenicity tests conducted in the
laboratory using seeds artificially inoculated with the pathogens S. sclerotiorum, S. rolfsii, F.
oxysporum f. sp. lactucae — raga 1, R. solani and P. ultimum. All isolates of the soil fungi used
were pathogenic to lettuce crop. However, they caused different damage. The fungus S. rolfsii
was the one that most affected seed germination of all cultivars tested, affecting germination
in 100% of the cases. In addition, the cultivars Mauren and Vitoria de Santo Antdo were the
most affected by the presence of S. sclerotiorum, R. solani and P. ultimum fungi, with an
incidence of up to 100%. The best surviving cultivars in the grouping with all cultivars and
pathogens were, once again, the curly varietal type (BRS Mediterranean, BRS Lélia and BRS
Leila) with 86, 79 and 92% probability of germination, respectively. In subsequent tests, six
Trichoderma isolates were used: T. harzianum, T. virens, T. asperellum, T. asperelloides, T.
koningiopsis and one unidentified species. Most Trichoderma isolates tested were higher in
mycelial growth in pairing with phytopathogens. However, R. solani and P. ultimum reached



4.7 and 4.8 cm of mycelial growth against T. virens and T. koningiopsis antagonists,
respectively. The isolates of F. oxysporum f. sp. lactucae also showed low average mycelial
growth in the clashes, only 3.03 and 2.71 cm. Trichoderma isolates showed mycelial
inhibition potential above 50% against all phytopathogens except T. virens (47%) and T.
harzianum (49%) against R. solani, and T. harzianum (43%) and T. koningiopsis (45%)
against P. ultimum. However, these rates ranged from 43 to 76% for plant pathogenic fungi.
The T. asperellum isolate was the highlight in the mycelial inhibition against the pathogens,
being therefore responsible for the highest inhibition percentages. Preliminary results
obtained in a greenhouse on the inoculation of lettuce seedlings with 10, 15, 20 and 25 mL of
the T. asperelloides and T. koningiopsis spore suspension in the S. rolfsii (CEN1531) infested
substrate, showed no evidence of that some combination, antagonist + increasing dose, is in
any way effective for disease control under the conditions tested. However, treatments with
doses of 20 and 25 mL of T. asperelloides contributed to the survival of 50% of the seedlings
after 10 days of experimentation. BDA medium was chosen for in vitro compatibility studies.
All Trichoderma isolates were compatible at all tested doses of the active ingredients:
iprodione, boscalide and imidaclopride-based insecticides and achieved total mycelial growth
of 90 mm in petri dishes. In the trials with procimidone and iprodione, all Trichoderma
isolates presented colony morphology different from the controls except the Trichoderma sp.
- CEN1441. This same isolate alone was compatible with the active ingredient procymidone
at all doses. However, none of the isolates tested were compatible with the thiabendazole
fungicide. By evaluating the potential of the six Trichoderma isolates as growth promoters, all
contributed to seedling growth promotion at the end of 30 days of experiment. Increments of
fresh root and aerial part, plant height and root length varied from 15 to 45% in the cultivar
BRS Leila with T. virens, T. koningiopsis and T. harzianum isolates, from 13 to 36% in
cultivar Lélia with T. asperellum, T. asperelloides isolates and from 44 to 78% in cultivar
BRS Mediterranean with T. virens, T. asperellum and T. asperelloides isolates. The T. virens
isolate contributed the most to the increase of the variables and the cultivar BRS Mediterranea
responded better to the inoculations of Trichoderma isolates, while 'BRS Lélia' presented the
lowest performance under the tested conditions. Based on the results obtained throughout the
chapters of this dissertation, it was found that the germination tests using different methods
and in vitro pathogenicity may have potential for use in preliminary studies in the prospecting
of lettuce genotypes with germinative potential and resistant to diseases caused by soil
pathogens and the use of Trichoderma fungi contributes to the development of sustainable
agriculture in several aspects, such as: in vitro prospection of phytopathogenic fungi
biocontrol agents, compatibility with chemical molecules of fungicides and insecticides and
promoting growth of cultivated plants.

Keywords: biocontrol, fungicide, Lactuca sativa, phytopathogens, seeds quality.

Guidance committee: Dra. Sueli Corréa Marques de Mello — Embrapa Genetic Resources and
Biotecnology (Advisor).
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INTRODUCAO GERAL

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia botanica Asteracea, subfamilia
Cichorioidea e tribo Lactucae (Ryder, 1999). Esta planta € uma hortalica folhosa, que possui
porte herbaceo, com folhas alternas presas a um caule curto, de grande importancia e
consumo mundial. O melhoramento genético desta hortalica adicionou caracteristicas a
espécie. Assim, a alface pode apresentar folhas lisas ou crespas, soltas ou formando uma
cabeca; suas cultivares podem apresentar variaces na coloracdo do verde-amarelo ao verde-
escuro ou roxo, sendo denominadas e comercializadas de acordo com o tipo varietal de cada

cultivar (Azevedo Filho, 2017).

A possibilidade de cultivos sucessivos no mesmo ano, o consolidado habito de consumo
alimentar pela populagdo com demanda sempre crescente do produto, séo fatores que fazem
da alface a hortalica folhosa mais produzida no Brasil, fato que confere a essa cultura uma
grande importancia econdmica e social. A preferéncia do brasileiro € pelo tipo varietal crespa,
seguido da americana (Sala & Costa, 2016). A producdo de alface, que se concentra em areas
préximas a centros metropolitanos e hortas domésticas, € feita por meio do transplantio de
mudas para canteiros, estufas e campos definitivos. A colheita ocorre entre 50 e 70 dias ap0s
o transplantio, com média de 60 a 80 mil plantas/ha em campo (Azevedo Filho, 2017).

Fatores bioticos e abidticos podem interferir na germinacgdo das sementes e na producao
desta hortalica (Menezes et al, 2000). Dentre esses fatores, citam-se a influéncia da luz e
baixas temperaturas, quando a semente entra em estado de termodorméncia (auséncia da
germinacdo apds reducdo da temperatura), termoinibicdo (processo reversivel quando as
sementes sdo submetidas em temperaturas adequadas), dorméncia (quando mesmo diante de
fatores favoraveis a semente ndo germina ou atrasa a germinacgdo). Franzin et al. (2005)

concluiu, em um estudo para o efeito da qualidade das sementes sobre a formacdo de mudas



de alface, que sementes de alta qualidade fisiologica produzem uma maior percentagem de
mudas vigorosas. O ataque de uma diversidade de agentes fitopatogénicos como virus,
nematoides, bactérias, fungos e insetos-praga também podem reduzir ou até mesmo impedir a
producdo da alface (Lopes et al., 2010).

Dentre as doencas da alface, citam-se as viroses que estdo representadas pelos géneros
Potyvirus, Tospovirus, Varicosavirus, Ophiovirus, Sequivirus e Cucumovirus, como
relevantes (Lim et al., 2014; Colariccio et al., 2005; Czajkowski, 2016); os nematoides,
destacando-se Meloidogyne incognita e M. javanica e, entre as bactérias, principalmente
aquelas dos géneros Dickeya, Pectobacterium, Enterobacter, Serratia e Pseudomonas
(Amorim et al., 2016). Entretanto, no reino Fungi, encontra-se a maioria dos microrganismos
causadores de doencas em plantas cultivadas (Carris et al., 2012). Entre estes, 0s géneros
Bremia, Septoria, Cercospora, Golovinomyces, Botrytis, Rhizoctonia, Pythium, Fusarium,
Thielaviopsis, Sclerotinia e Phytophtora sdo os de maior ocorréncia em alface (Qiu et al.,
2018; Pintore et al., 2017). Juntos ou individualmente, estes Ultimos causam perdas na
qualidade e produtividade da cultura, em diferentes niveis de producdo. As perdas
decorrentes de infecgbes por esses fungos podem ser totais, inviabilizando areas de cultivo
(Amorim et al., 2016).

Patégenos habitantes do solo podem causar sintomas em raizes e partes aéreas de
plantas de alface, caracterizados por tombamento ou "damping-off”, podriddes-de-raizes,
murchas e rizoctonioses ou queima-da-saia. Alguns destes sdo os fungos: Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum e S. minor, Sclerotium rolfsii e Fusarium oxysporum f. sp. lactucae.
Além do oomiceto do género Pythium spp. Para o controle de tais doencas de causa fungica,
sdo necessarias medidas de controle baseadas nos principios de Whetzel (Amorin et al.,
2016), tais como: quarentena de material vegetal, para impedir a entrada/estabelecimento de

patogenos; erradicacdo de plantas infectadas; medidas regulatorias na comercializacdo de



sementes e mudas, bem como a aplicacdo de produtos fitossanitarios. Atualmente o controle
biolégico vem sendo incentivado como medida alternativa ou complementar ao controle
quimico (Bergamin Filho & Amorim, 2018).

O modelo de cultivo adotado pelos produtores desta hortalica, durante anos, alicercado
no uso de fungicidas quimicos sem rotatividade de ingredientes ativos e/ou utilizados de
maneira inadequada, aumenta os riscos de ocorréncia de epidemias e resisténcia de fungos a
esses produtos. Além disso, as caracteristicas inerentes aos monocultivos contribuem para o
desequilibrio populacional da microflora benéfica existente nos solos (Krendics et al., 2003).
Em face disso, ha hoje um crescente interesse pelo controle biologico, pelo uso,
principalmente, de fungos agentes de controle biolégico, dentro do contexto de manejo de
doencas em culturas. Em regra, varias espécies precisam ser controladas ao mesmo tempo e
isso requer a integracdo do agente de biocontrole com outras praticas de manejo, inclusive
com produtos quimicos, ndo sé aqueles utilizados no controle das doencas (fungicidas,
bactericidas e nematicidas), mas também os que sdo aplicados contra outros organismos
prejudiciais a cultura (inseticidas e acaricidas). Entretanto, existem relatos demonstrando a
sensibilidade de agentes de controle bioldgico a diferentes moléculas quimicas componentes
dos fungicidas e inseticidas (Gampala & Pinnamaneni, 2010).

Os fungos antagonistas mais estudados e utilizados no desenvolvimento de
biofungicidas sdo do género Trichoderma, (fase imperfeita de Hypocrea), o qual pertencente
ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Hypocreaceae. O género Trichoderma foi proposto por Persoon (1974) com base em um
conjunto de caracteristicas bem definidas. Porém, as espécies sdo pouco delimitadas por
caracteres morfologicos. Por isso, atribuiu-se o termo "agregado de especies” para se referir a
um grupo de fungos com caracteristicas morfologicas comuns dentro do género (Rifai, 1969;

Samuels, 1996).



Para se determinar géneros, consideram-se as seguintes caracteristicas: crescimento
rapido, atingindo 90 mm diametro, apds quatro dias em meio de cultura (Esposito & Silva,
1998); colbnias dispersas, flocosas, ou compactadas em tufos; tamanho e formato dos
conidios variados; clamiddsporos, as vezes presentes; coloracdo de conidios variando de
verde a amarelo, ou até mesmo hialino; conidiéforos bem definidos, de forma piramidal e
conidios formados nas extremidades de fialides de hifas diferenciadas. Os conidios tendem a
se agregar em massas e, em algumas espécies, ha dependéncia da luz para a esporulacdo. A
designacdo e a identificacdo de espécies atualmente sdo realizadas, principalmente, utilizando
técnicas de sequenciamento e comparacdo de sequéncias de regides especificas do DNA
ribossomal (Samuels, 1996; Kullnig et al., 2000; Kullnig et al., 2002; Valadares-Inglis et al.,
2018).

Trichoderma spp. sdo fungos oportunistas, simbiontes de plantas e fortes competidores
em seu habitat natural (solos); produzem um arsenal de enzimas capazes de degradar parede
celular de outros fungos. A importancia deste género de fungo no controle bioldgico de
doencas de plantas reside, também entre outros mecanismos, na sua capacidade de produzir
metabolitos secundarios com propriedades antibidticas (Kumar et al., 2012). Entre estes,
incluem-se antibidticos e reguladores de crescimento, (auxinas, citocininas, giberilinas e
etileno); acidos citrico, glutdmico, latico, fumarico, malico e tartarico, a maioria dos quais,
envolvidos na solubilizagdo de minerais e disponibilizacdo de nutrientes para as plantas, desse
modo, atuando na promocéo de crescimento de plantas. Acrescenta-se a estes os sideroforos,
ou compostos que formam complexos férricos assimilaveis pelas plantas (Glick et al., 2012).
Tais caracteristicas sdo fundamentais para o sucesso do agente de controle bioldgico na
agricultura (Lorito et al., 1993), pois a planta bem nutrida resiste melhor a infeccdes (Gravel

et al., 2007). Friedl & Druzhinina (2012a), sugeriram que certos isolados de Trichoderma



colonizam raizes, estabelecendo uma comunicacdo quimica que altera sistematicamente a
expressao de varios genes de plantas.

O controle bioldgico tem se tornado indispensavel para a agricultura moderna, devido
a crescente demanda por alimentos organicos, em especial frutas e vegetais frescos, entre 0s
quais, a alface. Alia-se a este fato, a ineficacia de produtos quimicos em controlar sozinhos 0s
fitopatdgenos (Elad et al., 1982; Coley-Smith et al., 1991; Cavero et al., 2015; Kumar et al.,
2017; Smolinska & Kowalska, 2018). A prospeccdo e identificacdo de novas linhagens
permite atender a demanda por matéria-prima para uso biotecnoldgico, visando a producéo de
biofungicidas mais efetivos e adaptados a regifes especificas.

No manejo integrado de pragas e doencas da alface, além da agricultura orgéanica, ha
uma nova vertente agregando os controles quimicos e bioldgicos de forma integrada. Essa
integracdo depende muito da capacidade do agente de biocontrole em sobreviver a
determinados ingredientes ativos que controlam o fitopatdgeno, pois este agente de
biocontrole pode sofrer problemas em sua eficacia na presenca de produtos quimicos (Silva et
al., 2018).

Tendo em conta o que foi dito, estes estudos se baseiam nas seguintes hipdteses
cientificas: 1) isolados de fungos fitopatogénicos de solo sdo patogénicos a sementes de
alface, desde que acondicionados em temperatura de 26 °C; 2) isolados de Trichoderma
apresentam diversidade no antagonismo in vitro a patdgenos de solos patogénicos a cultura da
alface; 3) o agente de biocontrole pode ser compativel com diferentes ingredientes ativos e
doses de fungicidas e inseticidas recomendados a cultura da alface; 4) Trichoderma spp.

inoculados a sementes, podem promover o desenvolvimento de plantas de alface.

OBJETIVOS

Objetivo Geral



Conhecer a patogenicidade de fungos de solo em sementes de diferentes cultivares de
alface, avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. no controle das doencas causadas
por esses fungos fitopatogénicos e a compatibilidade do agente de biocontrole com produtos
quimicos (fungicidas e inseticidas) usualmente utilizados na cultura, e, por fim, avaliar o

efeito da inoculacdo de Trichoderma spp. em sementes de alface, em casa de vegetacéo.

Objetivos especificos

- Avaliar, por diferentes métodos (4gar-agua, papel Germitest e papel filtro) a influéncia na
germinacgdo de sementes de cultivares de alface recém-lancadas (‘BRS Leila’, ‘BRS Lélia’ e
‘BRS Mediterranea’ (Agrocinco®), além de outras ja4 comercializadas (Mauren, ‘Gizele’,
‘Vanda’, ‘Veronica’, ‘Vitoria de Santo Antdo’, ‘Rubi’, ‘Elisa’, ‘Regina’, ‘Raider Plus’,
‘Laurel’, ‘Donna’, ‘Hanson’ e ‘Veneza’) e selecionar as que apresentarem melhor poder de
germinacao para uso nos ensaios subsequentes.

- Testar in vitro a patogenicidade e influéncia dos isolados de S. sclerotiorum (CEN1147 e
CEN1530), S. rolfsii (CEN216 e CEN1531), R. solani (RHI23), F. oxysporum f. sp. lactucae
(FOLac raca 1 - 240 e FOLac raca 1 - 206) e P. ultimum (PYT555), na germinagdo das
sementes das cultivares selecionadas.

- Selecionar isolados de Trichoderma com potencial antagénico contra os fungos de solo
patogénicos a alface, pela técnica do pareamento de cultura.

- Avaliar, em casa de vegetacdo, a capacidade de isolados de Trichoderma de suprimir da
podriddo de esclerdcios causada por S. rolfsii, em mudas de alface.

- Observar o aspecto de colonias dos isolados de Trichoderma em diferentes meios,
determinando 0 meio mais propicio para a visualizacdo de crescimento e esporulacdo de

Trichoderma spp.



- Avaliar a compatibilidade dos isolados de Trichoderma em meio suplementado com
diferentes doses dos ingredientes ativos: boscalida, procimidona, tiabendazol, imidacloprido e
iprodiona. Todos recomendados para o controle de fitopatdgenos de solo na cultura da alface.
- Com base no ensaio de compatibilidade, investigar o efeito das moléculas quimicas na
morfologia das col6nias de Trichoderma spp.

- Avaliar o efeito dos isolados de Trichoderma como promotores de crescimento de plantas de

alface.



CAPITULO 1

Revisao de literatura



1.1. A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta originaria do Sul da Europa (regido
Mediterranea) e Asia ocidental, onde se incluem 17 paises, dentre os quais, a Arabia Saudita,
Ird e Turquia. Como quase tudo que se € consumido no Brasil, acredita-se que a planta foi
aqui introduzida pelos portugueses no século XVI. Esta hortalica folhosa vem sendo cultivada
desde a civilizagdo Egipcia, ha 3.000 anos e é apreciada pelas suas propriedades diuréticas,
laxativas, analgésicas, anti-inflamatorias e também como fonte de vitaminas A, B1, B2, B6,
C, sais de calcio e de ferro (Davis et al., 1997; Oliveira et al., 2006).

De acordo com um levantamento realizado pela FAO (Faostrat, 2017), foi registrada a
producdo mundial de alface ao longo de 23 anos (1994-2017). Nos anos 1990, essa producéo
se manteve entre 14.261.120 e 17.191.619 toneladas (t), aumentando entre 2000 e 2017 para
26.866.557 t. Os maiores produtores sdo a China e os Estados Unidos. A alface est presente
na mesa dos consumidores brasileiros, figurando entre as cinco principais hortalicas mais
consumidas no pais.

Trata-se também de uma cultura atrativa para os agricultores, pelo seu ciclo curto, alta
produtividade, possibilidade de ser cultivada durante todo o ano, proxima aos centros
metropolitanos, utilizando os mais diversos sistemas de producdo, em hortas domésticas,
hidroponia, campo aberto e cultivo protegido (Sala & Costa, 2016). Devido possibilitar a
antecipacéo do ciclo da cultura, a elevada qualidade, a homogeneidade, a maior durabilidade
em pdés-colheita e a programacao da producéo, o cultivo hidropénico da alface vem crescendo
entre os produtores de hortalicas (Yariez, 2000). Apesar de oferecer inUmeras vantagens, esse
sistema de cultivo exige cuidado especial quanto a sanidade das plantas por parte dos
produtores (Paulitz, 1997; Lopes et al., 2010).

O género Lactuca possui, cerca de 100 espécies, considerando 0s grupos de espécies

domesticadas e selvagens, ao todo mais de 100 espécies. A planta é diploide, com um genoma



de 2,7 Gb, porte herbaceo com folhas alternadas presas a um caule curto, inflorescéncia do
tipo capitulo composta de 10-25 flores (Lebeda et al., 2014). O termo cultivar esta
relacionado ao melhoramento genético vegetal, no qual ocorre a alteragdo ou introducao, pelo
homem, de caracteristicas que anteriormente a planta ndo possuia. As cultivares se distingue
das variedades originais dentro da espécie, por sua homogeneidade, estabilidade e novidade
(Barriere et al., 2014). Elas estdo classificadas conforme se apresentam ao consumidor, de
acordo com a formacdo da cabeca, tipo de folha, coloracdo e grau de crocancia. As folhas
podem ser lisas ou crespas, formando ou ndo "cabeca™ e com coloracdes em tons de verde ou
roxa. As cultivares de alface sdo agrupadas em seis tipos varietais: repolhuda-crespa
(americana), repolhuda-manteiga (lisa, cabeca compacta), solta-lisa (sem formacdo de
cabeca), solta-crespa (folhas tipicamente onduladas e sem formacdo de cabeca), mimosa
(aspecto recortado) e romana (folhas alongadas, cabeca pouco densa). A preferéncia do
brasileiro, segundo Sala & Costa (2012) sdo as dos tipos crespas e americanas.

A tecnologia de melhoramento das espécies de alface possibilitou e viabilizou seu
cultivo nos diferentes climas brasileiro, mesmo onde ocorrem temperaturas mais elevadas e
regibes mais chuvosas. Temperaturas ideais para a producdo de folhas e a formacédo da cabeca
de alface estdo entre 12 e 22°C. Temperaturas acima desse limite favorecem o florescimento
(pendoamento) precoce das plantas, provocando o alongamento do caule e estimulando a
producéo de latex, que confere sabor amargo as folhas, além de reduzir o nimero de folhas e
afetar a formacdo de cabeca. Altas temperaturas também podem inibir a germinacdo das
sementes (Silva et al., 2000; Sala & Costa, 2016).

As sementes de alface apresentam grande sensibilidade as condi¢cGes do ambiente,
resultando na germinacéo em atraso e desuniforme, bem como ma qualidade na producéo de
mudas. Os limites extremos de temperatura de germinagédo fornecem informacdes de interesse

biolégico e ecologico, principalmente pela diversidade de cultivares existentes no mercado
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(Menezes et al., 2000). Diferentes cultivares apresentam diferentes faixas de temperatura
ideais para a germinacdo, mas a suspensdo da germinacdo em temperaturas do verdo pode
ocorrer.

A interacdo entre os fatores que afetam a germinacdo pode determinar estandes
desuniformes, variando em até 80% (Cantliffe & Perkins-Veazie, 1984). Conforme Castro et
al. (2005) a germinacao de sementes de alface é influenciada pela interacdo entre os fatores
temperatura e luminosidade, sendo altamente dependentes da luz, o que significa que elas sdo
fotoblasticas positivas. Porem, devido a domesticacdo e a producdo em larga escala, algumas
cultivares passaram a atuar como fotoblasticas neutras.

No Brasil, a conducdo do teste de germinacdo baseia-se nas instrucdes determinadas
pelo Ministério da Agricultura através do Manual de Regra de Analises de Sementes (2009).
Estes testes visam a obter subsidios para determinar o potencial maximo de uma amostra de
sementes germinarem nas condi¢des Otimas de ambiente e comparar diferentes lotes de
sementes quanto ao poder germinativo (Marcos Filho, 2005). Para testes em laboratério com
as sementes de alface, os tipos de papel comumente utilizados como suporte sdo: 0 mata-
borrdo, o papel toalha (Germitest) e o papel filtro. Além destes, também é recomendada a
germinacdo em areia. Teste bioldgico para substancias nocivas é recomendado, comparando
papel de qualidade desconhecida com o papel em estoque, de qualidade conhecida e aceitavel.
Para isto, sementes de certas especies sdo reconhecidamente sensiveis a determinadas
substancias reconhecidamente prejudiciais a espécies vegetais, entre as quais a alface.

A qualidade fisiologica das sementes é avaliada rotineiramente pelo teste de
germinacdo, entretanto, este resultado nem sempre corresponde a emergéncia em campo
(Bhering et al., 2000). Nos ultimos anos, varias empresas, entre as quais, Sakata, TopSeed,
Horticeres, Feltrin, Takii, Sakama, Hortec, Eagle e Enza Zaden, desenvolveram e validaram

cultivares de alface com tolerancia a diversas faixas de temperaturas e adaptadas a diferentes
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regides do Brasil, com resisténcia a fitopatogenos e alta produtividade, com vistas a atender a
necessidade de um fluxo continuo de selecdo de materiais genéticos em razdo das demandas

futuras do setor (Cabral, 2016).

1.2. Principais doengas de solo e medidas de controle

A alface estd sujeita a ocorréncia de diversas doencas em todos os modelos de
producdo, seja em larga ou em menor escala, em todos os sistemas de producdo. Na
hidroponia, a atencdo deve ser redobrada, por causa da baixa diversidade bioldgica, elevada
densidade e uniformidade genética de plantas, caracteristicas que favorecem o
desenvolvimento de epidemias. Além disso, devido a solugdo nutritiva circular por todo o
sistema, a disseminacdo dos patdgenos é eficiente (Paulitz, 1997).

Nos grupos I, 11l e 1V de classificagcdo de doencas, de acordo com a interferéncia nos
processos fisioldgicos da planta induzidos pelo patdgeno, estdo as doencas de raiz e caule
(damping-off ou tombamento, podriddes de raiz e do colo e as murchas vasculares) causados
por fungos habitantes do solo (Bedendo, 1995). Os fungos e oomicetos (fungos néo
verdadeiros), responsaveis por esse quadro sintomatolégico, podem reduzir significantemente
a producdo e a qualidade do produto final, pois as principais exigéncias do mercado
consumidor € a aparéncia da planta colhida, principalmente devido ao consumo ser in natura
(Amorim et al., 2016).

Entre os agentes causais de damping-off na cultura da alface estdo espécies de Pythium
spp. Estes fungos ndo verdadeiros pertencem ao Reino Chromista, classe dos Oomycetes,
subclasse Peronosporidae, dentro da ordem Pythiales, familia Pythiaceae, género Pythium,
com destaque para a espécie P. ultimum. Este género possui hifas ndo septadas, finas e
delicadas, que se ramificam intensamente, formando um micélio branco e esparso; engloba

espeécies fitopatogénicas relacionadas aos sistemas de cultivo em hidroponia, devido aos seus
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oosporos dotados de flagelos e fragmentos de hifas, que auxiliam na dispersdo entre plantas
(Stanghellini & Rasmussen, 1994; Martin & Loper, 1999; Owen-Going et al., 2003; Sutton et
al., 2006). Pythium spp. podem ser facilmente disseminados por sementes, mudas, substratos,
agua, bandejas, ferramentas contaminadas e através de vetores como "fungus gnats™ (Bradysia
spp.) e "shore flies" (Scatella stagnalis Fallen.), que se alimentam das raizes infectadas com o
fungo (Goldberg & Stanghellini, 1990; Stanghellini & Rasmussen, 1994).

Contudo, em P. ultimum ou Globisporangium ultimum (Trow) Uzuhashi, é rara a
producdo de zodsporo, 0 que ocorre mais na espécie P. aphanindermatum (Uzuhashi, 2010).
Este oomiceto é considerado como um dos géneros de organismos zoosporicos de maior
relevancia causando apodrecimento de raizes, caules e frutos, a podriddo de sementes na pré-
emergéncia e o tombamento de plantulas na pos-emergéncia (damping-off), (Nzungize et al.,
2012).

Isolados de Pythium sdo frequentemente destrutivos na maioria das culturas produzidas
em sistemas hidropdnicos, principalmente nas épocas em que ocorre a elevacdo da
temperatura da solucdo nutritiva e do ambiente das casas de vegetacdo (Sutton et al., 2006).
Muitas espécies podem parasitar uma ampla variedade de hospedeiros, enquanto outras sdo
restritas a apenas uma espécie de hospedeiro (Plaats-Niterink, 1981).

Patekoski & Zottarelli (2009) realizaram um estudo para investigar a patogenicidade in
vitro de P. aphanidermatum e P. dissotocum em variedades de alface, sendo Vera e Taina
menos sucetiveis e Elisa, como mais suscetivel, nas temperaturas de 20 °C e 31 °C. Pinto et al.
(2005) estudaram a suscetibilidade de variedades de alface a P. helicoides, verificando que
variedades crespas foram mais suscetiveis, quando comparadas com as do tipo mimosa e lisa.
Pinto et al. (2011) realizaram ensaios de patogenicidade in vitro e in vivo envolvendo P.
aphanidermatum com as cultivares de alface crespa ‘Vera’ e ‘Veronica’, e lisa ‘Regina’ e

‘Elisa’. Todas as cultivares foram suscetiveis a podriddo de raizes em ambos 0s experimentos.
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Rhizoctonia solani Kuhn é outro importante fitopatégeno de solo que causa perdas em
diversas culturas de importancia econdmica, inclusive hortalicas (Faltrin et al., 2004). Este
fungo pertence ao Reino Fungi, filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, classe
Agaricomycetes, ordem Cantharellales, familia Ceratobasidiaceae, género Rhizoctonia e
espécie R. solani; que possui hifas septadas, micélio pardacento a marrom, com presenca de
ramificacdo lateral em éangulo reto, auséncia de conidios e producdo de estruturas de
resisténcia denominadas microesclerédios (Adams, 1988). O fungo pode ser introduzido em
solos ou substratos em qualquer etapa do plantio, tanto via sementes como por meio de
substratos contaminados (Lewis & Lumsden, 2001).

A doenca causada por R. solani em areas sob intenso cultivo € conhecida por queima-
da-saia, devido aos sintomas tipicos nas folhas mais velhas, no baixeiro das plantas, com
escurecimento vascular que evolui para lesdes marrom-claras nas nervuras que aumentam de
tamanho, necrosando e causando a queima total. Na base da planta de alface doente €
caracteristico o crescimento micelial vigoroso, branco no inicio e pardo num estagio avancado
da infeccdo do patdgeno. Em solos infestados podem ocorrer perdas de 100% da producao
(Bedendo, 2018).

De acordo com Tofoli & Domingues (2017), em plantas de alface, R. solani pode causar
perdas elevadas em solos infestados e em condicdes favoraveis, ou seja, umidade elevada e
temperaturas entre 15 e 25 °C. Grosch et al. (2004) constataram que R. solani € mais
agressivo a temperatura Otima para o seu desenvolvimento, que é de 25 °C. Silva & Lima
Neto (2007) constataram que a queima-da-saia em alface hidropénica em cinco municipios da
regido metropolitana de Curitiba/PR foi prevalente nos meses mais frescos do ano, sem
distingéo de variedades (Elisa, Isabele, Lidia, Roxane, Vera e Verdnica), em plantas proximas

ao ponto de colheita.
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Em um levantamento realizado por Pacifico (2017), em propriedades produtoras de
alface no sul de Minas Gerais, observou-se a ocorréncia de 67,6% das plantas, quando a
temperatura foi de 25 °C, precipitacdo em torno de 300 mm e a umidade relativa maior que
80%. No entanto, a queima-da-saia ndo ocorreu nos meses com temperaturas mais amenas,
em torno de 15 °C e precipitacdo de 70 mm.

Outra doenca importante na cultura da alface é a podriddo-de-esclerotinia ou mofo-
branco. A doenca é conhecida por mais de 60 nomes e 0 mais comumente utilizado para sua
designacdo € mofo-branco (Gorgen, 2009). Esta doenca tem como agente causal o fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, que pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina, classe Leotiomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae,
género Sclerotinia. Nesta ordem (Helotiales) estdo varias espécies de fungos capazes de
produzir esclerédios bem desenvolvidos e melanizados, cuja funcdo € a sobrevivéncia em
periodos desfavoraveis, tem crescimento micelial branco, cotonoso, vigoroso, e produz
esporos no ciclo sexual. Os ascdsporos sdao projetados e disseminados pelo vento (Bolton et
al., 2006; Amorim et al., 2016).

Sclerotinia sclerotiorum é mundialmente distribuido e tido como um dos fitopatdégenos
mais agressivos. No desenvolvimento inicial da doenca em alface, a planta apresenta murcha
progressiva, seguida de amarelecimento, colapso generalizado e morte. Devido ao
crescimento micelial rapido e a alta capacidade de colonizagéo dos tecidos vegetais, as lesdes
nas plantas se apresentam com aspecto Umido, colora¢do castanho-clara ou escura, onde
ocorre a formacdo de grande numero de esclerodios (Amorim et al., 2016). O ataque deste
patogeno pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta, principalmente
proxima a colheita. Os esclerddios permanecem por varios anos no solo, o que torna a doenca

dificil de ser controlada (Pavan & Kurozawa, 1997).
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A epidemia pode ser iniciada com o uso de sementes infectadas, internamente por
micélio dormente do fungo ou, infestadas por esclerddios transportados junto ao lote de
sementes (Pereira et al., 2015). O micélio presente nos cotilédones das sementes pode
permanecer viavel por varios anos. Muitas sementes assim infectadas podem ndo germinar,
porém, produzir micélio e esclerocios (Tu, 1998).

Cultivos sucessivos de alface propiciam o acimulo crescente de indculo do patogeno.
Isso leva a perdas de producdo de aproximadamente 75% e em casos mais severos podendo
chegar a 100% (Pereira et al., 2015), quando em condi¢cdes de alta umidade do solo
(Homechin, 1982; Ferraz et al., 1997; Davis et al., 1999; Pavan et al., 2005).

A ampla variabilidade de isolados de S. sclerotiorum em areas de cultivo pode dificultar
0 manejo da doenca, principalmente no que diz respeito a tratamento de sementes. O elevado
nivel de variabilidade genética estimado em populacdes de S. sclerotiorum é algo
caracteristico da espécie, como relatado em populac@es estudadas em outras regiées do Brasil
e de outros paises com uso de marcadores moleculares (Gomes et al., 2011; Sexton &
Howllet, 2004).

O género Sclerotium pode ser citado, na sua fase perfeita, como Athelia (Curzi) C.C. Tu
& Kimbr, contudo, sera citado como Sclerotium nesta dissertacdo. A espécie S. rolfsii é
causadora da murcha-de-esclerdcio ou podridao de raizes na alface e pertence ao Reino Fungi,
filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Atheliales, familia Typhulaceae, género
Sclerotium. Esse fungo apresenta hifas septadas, finas, brancas e intensamente ramificadas,
formando um micélio abundante, cotonoso e solto. Possui duas caracteristicas comuns com
Sclerotium spp: formacédo de esclerddios como estruturas de resisténcia e presenca de micélio
estéril (Bedendo, 2018).

O fungo S. rolfsii ocorre predominantemente em regi6es de clima tropical e subtropical

do mundo, onde o patdgeno pode causar perdas de 100% (Martins et al, 2003).
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Especificamente em alfaces, a infeccdo se da na fase adulta da planta, quando a folhagem
compacta mantém a umidade (Lopes et al., 2010). A doenca distribui-se por todas as regides
agricolas, onde predominam condicdes de alta umidade e temperatura elevada, ja que este
fungo tem o seu desenvolvimento 6timo na faixa de 27-30 °C (Aycock, 1966; Punja, 1985). A
transmissdo por meio de sementes ndo depende apenas da constatacdo de sua presenca, mas
também de fatores bioticos e abioticos, relacionados ao fungo e a hospedeira envolvida
(Henneberg et al., 2012). Lima et al. (1997) realizaram ensaios de patogenicidade de S. rolfsii
usando sementes de mamoneira, tendo observado germinacdo baixa, em torno de 50%.
Ventura et al. (2018) relataram a ocorréncia, em cultivos de batata-baroa, da murcha ou
podriddo-de-esclerdcio tanto em condicGes de campo e como na pés-colheita.

Além dos fungos causadores de podriddes radiculares ja abordadas (Grupos Il e 1),
também podem ser citados os do complexo Fusarium oxysporum (anamorfo de Giberella) em
especial Fusarium oxysporum f. sp. lactucae Matuo e Motohashi, que também esta inserido
no grupo de patdgenos causadores de murchas vasculares e deterioracdo de sementes de alface
(Grupo 1V). Este fungo pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina,
classe Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem Hypocreales, familia
Nectriaceae, género Fusarium e espécie F. oxysporum. Esse género é amplamente discutido e
estudado taxonomicamente, devido a importancia para a cultura e por apresentar, além de
formae specialis, racas fisiologicas como I, 11 e 111 (Cabral, 2016).

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae possui micélio vigoroso, podendo variar de branco
ao arroxeado; as hifas sdo septadas e produzem macro e microconidios curvos, fusiformes,
septados ou ndo; também produz estruturas de resisténcia denominadas de clamidosporos
(Leslie et al., 2006).

Segundo Ventura & Costa (2008), a doenca em alface foi reportada pela primeira vez no

estado do Espirito Santo e logo depois se disseminou pelas regides Sudeste e Sul do pais. Os
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isolados de F. oxysporumm f. sp. lactucae, além de comporem trés grupos, sdo separados de
de acordo com a reacdo diferencial de racas, nas distintas cultivares de alface (Fujinaga et al.,
2003). As plantas infectadas pelo fungo apresentam folhas basais amarelecidas, atrofia
generalizada, sem formacdo de cabeca, listras marrons ou enegrecidas no sistema vascular
(obstrucédo do xilema da planta), com o cortex de coloracdo avermelhada ou castanha, murcha
sequida de atrofia e morte da planta. Este fungo sobrevive em restos de cultura e por varios
anos no solo (Ventura & Costa, 2008).

A disseminacdo da doenca é principalmente pelo uso de sementes infectadas, mas o
patdgeno pode propagar-se através do plantio de mudas infectadas e, uma vez introduzido em
areas livres da presenca do patdgeno, este sobrevive por varios anos no solo. A fusariose ou
murcha de fusario causada pelo fungo, afeta de forma significativa o estande, a produtividade
e, em especial, a qualidade das alfaces, podendo causar perdas superiores a 70% (Pasquali et
al., 2005; Cabral et al., 2009).

No campo, a fusariose afeta plantas ao acaso e pode ocorrer associada a outras doencas
como a queima-da-saia (R. solani) e a murchadeira (Thielaviopsis basicola). Matheron (2015)
explica que as plantas de alface adultas podem sobreviver ao ataque do patdgeno, mas
geralmente se apresentam com tamanho reduzido e os campos infestados com este patdgeno
podem aumentar significantemente em pouco tempo. A ocorréncia da fusariose € mais
frequente no verdo, quando prevalecem periodos com altas temperaturas e umidade (Fujinaga
et al., 2003).

O controle das doencas radiculares é dificil, por se tratar de patdgenos que coevoluiram
com as plantas por milhdes de anos, adaptados ao ambiente subterrdneo em associagdo com o
hospedeiro (Michereff et al., 2005). Os géneros Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium e
Sclerotinia juntamente com Fusarium oxysporum, representam 0s principais agentes

causadores de podriddes radiculares de plantas, e murcha generalizada (Tofoli & Domingues,
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2017; Lopes et al., 2010). O manejo destes patdgenos veiculados por sementes e outros
mecanismos de dispersdo deve contemplar um conjunto de medidas de controle, porque o solo
é um ambiente complexo, habitado por muitos microrganismos, interagindo entre si e com as
plantas (Michereff et al., 2005; Tofoli et al., 2012).

Como o modo de plantio se da por meio de transplantio de mudas de 25-30 dias
(dependendo da cultivar), a utilizacdo de substrato esterilizado ou solarizado, bandejas limpas
e sementes sadias, livres de qualquer patdgeno ou estruturas de sobrevivéncias desses fungos
é essencial e preventiva. Deve-se evitar solo com excesso de umidade, o local de plantio deve
ser bem ventilado e com boa luminosidade. AdubacGes equilibradas também contribuem para
o0 controle destes patdgenos (Pavan & Kurozawa, 1997).

Rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras dos patdgenos, ndo apresenta
importancia significativa no controle das doencas em questdo, uma vez que tais organismos se
mantém por varios anos no solo, como estruturas de sobrevivéncia (Reis et al., 2007; Lopes et
al., 2010). Contudo, visando o manejo integrado de doencas, é preciso que a rotacdo de
culturas em areas sob a infestacdo seja bem programada, devido a ampla gama de hospedeiras
desses patdgenos entre as espécies cultivadas, como feijdo, soja, tomate e outras hortalicas
(Melzer et al., 1997; Blancard et al., 2003; Bolton et al., 2006; Reis et al., 2007; Goulart,
2018).

No preparo do solo, € importante eliminar as possiveis compactacdes na camada
subsuperficial, causadas pelo uso inadequado de implementos agricolas, como o arado e
grade. Nos cultivos em campo aberto, a populacdo de plantas indicada fica em torno de
80.000 plantas/hectare, sendo que o espacamento entre plantas deve promover boa ventilacao;
irrigagdes por aspercdo devem ser evitadas, e 0s restos culturais eliminados, assim como

qualquer possivel fonte de in6culo primario (Amorim et al., 2016). Em alguns casos,
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cultivares resistentes ou tolerantes podem ser empregadas, caso haja sementes disponiveis no

mercado, com tal caracteristica, conforme listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Cultivares de alface de diferentes grupos varietais com resisténcia a murcha de

fusario, queima da saia, damping-off, mofo-branco e murcha-de-esclerdcio, disponiveis no

Brasil.
Doenga Grupos Cultivares
Murcha de fusario (F. oxysporum Crespa Valentina, Marisa, Vanda, ‘BRS Leila’,
f. sp. lactucae) ‘BRS Mediterranea’ e ‘BRS Lélia’
Queima da saia (R. solani) Americana Laurel e Delicia
Damping off (Pythium spp.) Lisa Regina e Carolina — AG 576
Mofo-branco (S. sclerotiorum) N&o relatado Né&o relatado
Murcha de esclerdcio (S. rolfsii) Né&o relatado Né&o relatado

Fonte: Cabral, 2016; Tofoli & Domingues, 2017.

A suscetibilidade das cultivares de alface aos patdgenos de solo pode variar em funcgéo
das condicdes climaticas, genotipos do patdgeno existente na area, pressao de doenca, época
de plantio, espacamento e nutri¢do das plantas. Um levantamento realizado por Cabral & Reis
(2013) com 77 cultivares e 25 linhas de melhoramento genético de alface da Embrapa
Hortalicas, revelou duas cultivares extremamente suscetiveis a F. oxysporum f. sp. lactucae
raca 1 (Regina e Elisa) e 47 acessos considerados fontes de resisténcia promissoras, das quais
19 sdo pertencentes ao grupo alface manteiga "Butterhead"”. O estudo também concluiu que
cultivares do grupo Mimosa, Green Salad Bowl, Oak Leaf Saladin, Red Salad Bowl, Salad
Bowl Roxo, Read Salad Bowl Ultra Rosso, Red Mimosa Vermelha e Roxane sdo, via de
regra, altamente resistentes a F. oxysporum f. sp. lactucae. QOutras cultivares como Donna,
Grand, Elba, Pira Roxo, Hanson, Lucy Brown, Saia Veia, Cubana, Vanessa, Vanda,

Cinderela, Mimosa, Simpson, Red Salad Bowl Ultra Rosso, Sabrina, Angelica e Lavinia
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também demonstraram alta resisténcia aos isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae utilizados
no estudo.

E relevante lembrar que, a patogenicidade e viruléncia de um fitopatdgeno séo termos
utilizados por profissionais de diferentes areas de forma confusa e muitas vezes imprecisa.
Shaner et al. (1992) retne algumas definicdes utilizadas por diversos autores, sugerindo
algumas recomendacdes na sua utilizacdo. Neste estudo, assim como Shaner et al. (1992) e
Idnum et al. (2001), seré utilizado o termo patogenicidade como a capacidade de um patdégeno
causar doenca numa determinada espécie hospedeira. Dessa forma, a patogenicidade pode ser
entendida como um carater qualitativo. Os genes de patogenicidade ndo devem ser essenciais
para o patdgeno completar seu ciclo de vida in vitro (ldnurm & Howllett, 2001), mas
necessarios para a compatibilidade bésica entre patdgeno e hospedeiro, resultando na
colonizacdo e incitacdo da doenca numa determinada espécie hospedeira.

A resisténcia a diferentes isolados do mesmo patdgeno, observadas em algumas
cultivares e linhagens de resisténcia, € provavelmente, quantitativa. Tal resisténcia é
influenciada por fatores ambientais e pela concentracdo de indculo na area de cultivo (Scott et
al., 2010). Nas discussdes de interacdes patdogeno-hospedeiro € comum a utilizacdo do termo
viruléncia. Esse termo seria um componente importante da patogenicidade e, portanto, de
carater quantitativo (Shaner et al., 1992). Quando sdo utilizados patdgenos mutantes nos
hospedeiros e sdo observados sintomas reduzidos, é dito que a linhagem é menos virulenta,
pois um gene de viruléncia foi afetado, mas esta linhagem continua patogénica. Essa distin¢éo
é possivel quando se utilizam variaveis quantitativas, tais como quantidade e/ou tamanho das

lesGes, producao de esporos e dispersdo (Soares, 2007).

1.3. Controle quimico e produtos fitossanitarios registrados no Brasil para a cultura da
alface

21



Para doencas do sistema radicular, € importante a adocao de estratégias de manejo, pois
no solo os patdgenos sdo bem adaptados e os fungicidas tém baixa eficiéncia, além do
potencial efeito residual ao ambiente. O controle quimico se baseia no uso de moléculas
organicas e inorganicas, obtidas naturalmente ou sintetizadas, para a protecdo das plantas
contra patdégenos (Michereff et al., 2005). No entanto, para evitar problemas de resisténcia
dos fungos a acdo dos fungicidas, os mesmos devem ser utilizados com critérios, tais como:
dosagem recomendada, frequéncia de aplicacdes adequadas, misturas e rodizio de ingrediente
ativo (protetores + sistémicos) e aplicacdes dos fungicidas, se possivel, embasadas em sistema
de previsao e estacdo de aviso (Bueno & Fisher, 2006).

Os fungicidas tém diferentes mecanismos de acao, sendo classificados de acordo com a
natureza quimica de seus principios ativos. Fungicidas com mecanismos de acdo especificos
devem ser utilizados de forma alternada com outros produtos inespecificos. O uso continuado
de fungicidas de mesmo mecanismo de acdo no decorrer de uma mesma safra deve ser
evitado, visando a reduzir o risco de ocorréncia de resisténcia aos produtos (Zambolim et al.,
2007).

A aplicacdo de fungicidas, tanto no tratamento de sementes quanto em pulverizacdes
foliares nos estadios iniciais do desenvolvimento das plantas ou aplicacdo no sulco de plantio,
pode ser realizada dentro de programas de manejo integrado de doencas da alface. Alguns
principios gerais de controle dos fungicidas sdo: erradicante, protetor e quanto a sua
mobilidade na planta podem ser imoveis, mesostémicos e sistémicos. Fungicidas e inseticidas
de diversos grupos quimicos, como dicarboximida, anilida, neocotinodides, feniluréia e
benzimidazol estdo entre os produtos quimicos registrados para a cultura da alface no site
Agrofit/MAPA (2019). Os fungicidas protetores atuam na germinacao dos propagulos e tem

efeito preventivo, enquanto sistémicos e mesostémicos atuam desde a germinacdo até a
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esporulacdo do fungo e possuem acdo curativa e erradicante, além da acdo preventiva (Frac,
2018; Agrofit, 2019).

Fungicidas sisttmicos podem ser mais caros, menos fitotoxicos, mais especificos e
exigirem um menor numero de aplicacbes. Em contrapartida, podem ser mais caros e
apresentar efeito residual longo, aléem do maior risco de desenvolvimento de resisténcia.
Fungicidas ndo sistémicos, em geral mais baratos, apresentam amplo mecanismo de acéo,
efeito residual curto e casos raros de resisténcia. Entretanto, estes exige um maior nimero de
aplicacbes e doses mais altas, consequentemente, apresentando mais problemas com
fitotoxidez associado as aplicacdes (Brent & Whollomon, 2007).

Existe apenas um fungicida a base de tiabendazol registrado para o controle da fusariose
e outro a base de pencicurom para o controle da queima-da-saia. Ndo existem fungicidas
registrados para o controle da murcha-de-esclerécio (S. rolfsii) e damping-off (P. utlimum) no
Brasil (Amorim et al., 2016; Agrofit, 2019). Os fungicidas aplicados diretamente ao solo
acabam sendo diluidos, fazendo com que as doses que realmente alcancam o patdégeno sejam
baixas. Além disso, algumas caracteristicas que seriam desejaveis para a maior eficacia do
fungicida no controle de patdgenos radiculares, como a sua persisténcia e distribuicdo no solo,
sdo caracteristicas desfavoraveis do ponto de vista ambiental (Oliver & Hewitt, 2014).

Outros fungicidas efetivos para o controle de oomicetos, como 0s pertencentes ao grupo
das fenilamidas (metalaxil-M, metalaxil, benalaxil) e fosfanatos (Fosetil-Al), ndo s&o
recomendados para fungos, por ndo possuirem eficacia (Leite & Lopes, 2018). Contudo, o
controle quimico do damping-off causado por P. ultimum ndo é recomendado. Além disso,
estudos demonstraram que a aplicacdo de fungicidas causam fitotoxidez, reducdo de peso da
parte aérea e radicular em plantas de alface (Utkhede et al., 2000; Paulitz & Belanger, 2001).
Vale mencionar que, em plantas de pepino, Delevati et al. (2017) alcangcaram bons resultados

com o tratamento quimico de sementes com fungicidas a base de metalaxil + fludioxonil.
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Para o controle do mofo-branco (S. sclerotiorum), estdo registrados diversos fungicidas
para a cultura da alface. Dentre, citam-se os ingreditentes ativos: boscalida, iprodiona,
procimidona e ciprodinil + fludioxonil e estdo disponiveis no mercado e que podem ser
utilizados de forma alternada. A eficiéncia do controle quimico da doenca pode ser
influenciada pela densidade do inoculo no solo (Costa & Costa, 1998), tendo-se em conta,
ainda, que a eficiéncia do controle quimico reside, prioritariamente, em seu carater preventivo
(Ethur et al., 2001; Barbosa et al., 2010). Em trabalhos conduzidos com sementes de soja
infectadas artificialmente e em condicdes controladas, o inoculo de S. sclerotiorum foi
reduzido por alguns fungicidas, como tiofanato metilico, fludioxonil entre outros, alguns
aplicados de forma isolada e outros em mistura (Ribeiro, 2010).

Gilardi et al. (2005) relataram bons resultados no tratamento de sementes infestadas
artificialmente com F. oxysporum f. sp. lactucae, utilizando carbendazim e prochlraz, entre
outros fungicidas. Porém, nenhum tratamento eliminou completamente o patdégeno das
sementes. Tiabendazol, do grupo quimico dos benzimidazois, utilizados no controle da
fusariose, caracteriza-se pela alta seletividade, atuando em poucos processos do metabolismo
dos fungos. O uso continuo desses produtos na agricultura tem resultado em uma pressédo de
selecdo na populacdo dos fitopatdgenos com subsequente surgimento de linhagens
extremamente resistentes (Picinini, 1994). Entre os benzimidazois, o primeiro composto
desenvolvido foi exatamente o tiabendazol, introduzido em 1961 como um vermifugo, na
medicina humana e veterinaria (Davidse, 1982).

Quanto aos inseticidas, estes constituem insumos necessarios ao controle de insetos-
praga nas areas de producdo. Trata-se de produtos letais a insetos e acaros, classificados em
organicos naturais, biolégicos, organicos sintéticos e inorganicos; possuem diferentes modos
de acdo, podendo atuar no sistema nervoso, muscular e digestivo, no crescimento e na

respiracdo celular (Irac, 2018). E importante mencionar que as pragas que acometem a cultura
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da alface também sdo comuns em outras olericolas, culturas perenes e anuais (Agrofit, 2019).
Muitas delas induzem disfuncGes de caréater sisttmico como o enfezamento das plantas, onde
foliolos apresentam-se enrolados ou arqueados devido a introducdo de substancias tdxicas
durante a alimentacdo do inseto, podendo gerar o descarte do produto final (Gallo et al.,
2002).

Para a agricultura organica, a alternativa viavel para o controle microbiano de pragas é o
controle bioldgico (Morandi & Bettiol, 2009). Existem ainda, a serem considerados, 0s
desafios e limitacdes relacionados ao risco do uso de produto fitossanitario na agricultura
urbana, devido ao transito de pessoas junto as areas de producdo e a proximidade de
residéncias, cursos d'agua e areas de recarga dos mananciais hidricos. Neste ultimo caso, a
producdo é basicamente de produtos para consumo in natura, o que aumenta 0s riscos de
contaminacdo pelo alimento (Castelo Branco et al., 2007). As regulamentacfes sdo rigorosas
sobre o0 uso de produtos fitossanitarios e ha pressao politica para remover moléculas quimicas
mais perigosas do mercado. Consequentemente, esforcos vém sendo realizados para o
desenvolvimento de insumos alternativos aos produtos quimicos sintéticos com vistas ao
controle de pragas e doencas. Entre essas alternativas estdo os agentes de controle biologico

(Pal & Gardener, 2006).

1.4. Controle bioldgico e produtos de biocontrole registrados no Brasil

O controle bioldgico se caracteriza pelo emprego de microrganismos de forma a limitar
a acdo de patdgenos e/ou aumentar a resisténcia do hospedeiro (Morandi & Bettiol, 2009).
Devido ao modelo de agricultura extensiva mundial, buscando a atender a necessidade de
producdo de commodities e alimentos para a populagdo, o controle bioldgico se tornou um
campo de estudos envolvendo diferentes areas, tais como a ecologia de populacdes,

biosistematica, comportamento, fisiologia e genética, para agregar conhecimentos e atuar ndo
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somente no microclima que a producao se encontra, mas também no equilibrio da microfauna
do solo (Cook & Baker, 1983).

Para o controle de doencas, buscam-se por microrganismos de vida livre (saprofiticos),
ou colonizadores de superficies vegetais e hiperparasitas (fungos que parasitam outros
fungos) ou, ainda, colonizadores de tecidos internos das plantas (endofiticos). Agentes de
biocontrole podem atuar por mecanismos de acdo diretos (competicdo, parasitismo e
antibiose), ou indiretos (promocdo de crescimento e inducdo de resisténcia). Existem na
literatura especializada, relatos de uma diversidade de microrganismos, principalmente fungos
e bactérias, utilizados no controle de fungos fitopatogénicos (Pal & Gardener, 2006; Morandi
& Bettiol, 2009).

Para avaliacdo da capacidade do antagonista em suprimir o patdgeno, sdo necessarios
testes in vitro e in vivo, de forma a determinar 0s mecanismos inerentes aos agentes de
biocontrole, bem como os efeitos ecoldgicos que interferem no controle da doenca (Lumsden
& Locke, 1989). As linhagens ou isolados devem ser selecionados para determinados
patdgenos e ambientes (Howell, 2003).

Em harmonia com estes fatos, o0 mercado de biodefensivos cresceu mais de 70% s6 no
ultimo ano. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a
industria brasileira atuante no controle biol6gico soma 61 fabricas produtoras destes agentes
de controle biolégico movimentando mais de 400 milhdes de reais em 2018. Ainda, de acordo
com 0 MAPA, calcula-se que o Brasil tenha cerca de 170 produtos bioldgicos registrados e a
crescente demanda para estes produtos formulados vem aumentando desde 2015. As
estimativas sdo positivas, de modo que o faturamento no setor de bioldgicos podera igualar-se
ao dos produtos quimicos, ja em 2020 (Brasil, 2019).

Entre os agentes de biocontrole, destacam-se os fungos do género Trichoderma, por sua

grande diversidade e por atuarem por diferentes mecanismos de acéo, seguidos pelas bactérias
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que atuam contra patégenos causadores de damping-off e podriddes de raizes (Choudhary &
Johri, 2009), como Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens e P. aureofaciens. Ha
inimeros relatos na literatura de Trichoderma spp. antagonista a R. solani, Pythium spp.,
Fusarium spp. (Harman, 2005), S. sclerotiorum, S. rolfsii e Phythophtora palmivora, entre
outros fitopatdgenos (Carvalho et al., 2011). Existe também o microrganismo Coniothyrium
minitans, que é um micoparasita aplicado contra Sclerotinia spp. (Moretini & Melo, 2007).

Os estudos com Trichoderma spp. envolvem produtos formulados e isolados de solo
e/ou plantas e raizes. Baptista (2007) avaliaram a eficiéncia do produto Biotrich®, formulado
com Trichoderma sp. no controle de P. dissotocum em cultivares de alface cultivadas em Kits
hidropdnicos caseiros e em condicdes de laboratério, verificando-se que o produto apresentou
eficiéncia no controle do patdgeno. Silva et al. (2015) testaram diversos isolados de
Trichoderma para o controle de S. sclerotiorum na alface e 75% destes contribuiram para
aumentar a sobrevivéncia das plantulas na presenca do patdgeno. Dias et al. (2013) avaliaram
a eficiéncia de biopreparado a base de Trichoderma spp. e o isolado T-03 foi 0 mais eficiente
no controle de R. solani em plantas de alface da cultivar Regina, por ter reduzido a incidéncia
de damping-off de pds-emergéncia. Por outro lado, de acordo com esses mesmos autores,
nenhum dos biopreparados apresentaram efeito antagonista satisfatorio contra F. oxysporum
f.sp. phaseoli em plantas de feijdo-vagem.

Fungicidas bioldgicos séo registrados por patdégeno-alvo. Para uso contra patdégenos da
cultura da alface citados anteriormente, existem trés fungicidas bioldgicos registrados no
Brasil: Ecotrich® e Predatox® (T. harzianum) para o controle de S. sclerotiorum e Sonata®

(Bacillus pumilus), recomendado para o controle de Botrytis cinerea (Agrofit, 2019).

1.5. O género Trichoderma: diversidade, importancia e aplicagdes no biocontrole de
doencas causadas por fungos de solo
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Conforme comentado anteriormente, os fungos e oomicetos constituem o maior grupo
de patdgenos radiculares, ocorrendo em todos os tipos de sistemas agricolas e causando
doencas nas principais espécies cultivadas, com uma variada gama de sintomas. Muitos
fungos habitantes do solo possuem elevada capacidade de competicdo saprofitica e podem
contribuir para o controle bioldgico, com a vantagem de ndo serem nocivos as plantas. Este é
0 caso de isolados de varias espécies do género Trichoderma spp. (Harman et al., 2004;
Michereff et al., 2005; Machado et al., 2012).

O género Trichoderma foi descrito por Persoon ha mais de 200 anos (Persoon, 1974).
Isolados desse fungo podem ser facilmente identificados em nivel de género, por algumas de
suas caracteristicas culturais, como crescimento rapido, micélio aéreo esparso, pustulas
conidiogénicas verdes ou brancas (Ramirez, 1995) e, principalmente, por suas caracteristicas
morfologicas, conforme estabelecido por Rifai (1969), considerando as caracteristicas
microscopicas. De acordo com esse autor, o conidiéforo geralmente apresenta-se ramificado
em diferentes niveis, podendo, a depender da espécie, apresentar ramificacGes primarias,
secundarias, terciarias e assim por diante. Os conidiéforos podem apresentar apéndices
estéreis, em algumas espécies. As células conidiogénicas (fidlides) variam de ampuliforme a
lageniforme, geralmente com constricdo na base e afunilamento abrupto no apice e podem
aparecer dispostas em verticilos ou penicilos terminais nas ramifica¢cbes do conidioforo. Os
conidios podem ser hialinos ou mais frequentemente verdes, com parede lisa, rugosa ou
estriada, de acordo com a espécie. Clamiddsporos normalmente estdo presentes, podendo ser
intercalares ou terminais (Rifai, 1969; Gams & Bissett, 2002). O género Trichoderma é
considerado um fungo cosmopolita, habitante de diferentes nichos ecologicos e atualmente
comporta mais de 400 espécies aceitas (Bissett et. al, 2015; Mycobank, 2019).

Por serem eximios degradadores de xenobidticos, gracas a producdo das enzimas, alem

da capacidade de metabolizar uma grande diversidade de substratos, esses fungos sao
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facilmente cultivados em laboratorio, em meios gerais e semi-seletivos. Os meios semi-
seletivos séo referidos como aqueles empregados para prevenir o crescimento de um grupo de
organismos, enquanto permite o crescimento de outro grupo, quando presentes na mesma
amostra. Devido a grande diversidade dos fungos e morfologias de col6nia, meios semi-
seletivo para isolamento ou plaqueamento, apresentam vantagens de uso, pela capacidade de
inibir outros organismos considerados contaminantes no meio de cultura (Alfenas & Mafia,
2007).

A utilizacdo de Trichoderma spp. como agentes de controle € ancorada em inUmeras
estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas por esses fungos, as quais 0s tornam altamente
competitivos no ambiente. Além da competicdo por espaco fisico, dgua, luz e nutrientes,
fungos do género Trichoderma podem atuar contra fitopatdgenos por contato fisico
(hiperparasitismo), ou pela sintese de compostos antimicrobianos, tais como enzimas
hidroliticas e antibidticos. O arsenal de substancias excretadas por Trichoderma é amplamente
conhecido podendo ser citados: gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina, alameticina,
dermadina, enzimas hidroliticas extracelulares, proteases, quitinases, glucanases, peroxidases
(Machado et al., 2012).

Cardoza et al. (2005) refere-se a trés componentes produzidos por diferentes espécies de
Trichoderma, entre os quais, peptideos (T. harzianum e T. virens), policetideos (T. harzianum,
T. viride, T. koningii e Trichoderma spp.) e terpenos (T. virens, T. lignorum, T. reesei, T.
koningii, T. longibrachiatum, T. polysporum, T. harzianum e T. viride. Isolados pertencentes a
essas espécies tem sido relatadas como antagonistas de organismos fitopatogénicos como
Phoma sp., Aspergillus sp., Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Gaeumannomyces graminis
var. triciti, Phytophthora sp., Bipolaris sp., Fusarium oxysporum, Colletotrichum sp.,

Pythium sp, Penicillium sp. (Keswani et al., 2017).
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Outro tipo de interacdo (indireta) pode vir como resultado da resisténcia induzida na
planta hospedeira ou da disponibilizacdo de nutrientes no solo (Kaewchai et al., 2009). Tais
caracteristicas podem variar intraespecificamente. Esses mecanismos citados podem atuar de
forma sinergistica, fato que aumenta a importancia de Trichoderma nos programas de
controle biologico de doencas de plantas. Entretanto, o sucesso na selecdo do agente
candidato depende das caracteristicas inerentes ao isolado, das suas interacbes com o
patdgeno e com a espécie cultivada, da disponibilidade de matéria organica no solo, pH,
temperatura e umidade (Benitez et al., 2004; Friedl & Druzhinina, 2012b).

Nas pesquisas sobre o papel do fungo Trichoderma spp. no controle biologico de
doencas de plantas cultivadas, consideram-se de suma importancia avaliar a capacidade dos
isolados de produzirem metabolitos primarios e secundarios. Metabolitos primarios tém
funcdo no metabolismo energético, estrutura das hifas, na regulacdo do metabolismo e atuam
de forma intermedidria na biossintese de compostos. Os metabolitos secundarios sdo
normalmente produzidos ap6s a paralisacdo do crescimento do fungo e tém a ocorréncia
restrita a poucas espécies (lwashita, 2002), variando também dentro da espécie. A producao
destes ndo é exigida para o crescimento vegetativo em cultura pura (Mapari & Meyer, 2008).

O genoma de fungos filamentosos disponivel em bancos de dados, juntamente com o
avanco de novas técnicas de extracdo e separacdo de proteinas por espectrometria de massas,
vem inserindo conhecimento sobre a expressdo de proteinas destes fungos com relevancia
biotecnologica (Gémes-Mendoza et al. 2014). Isso contribui para uma melhor compreeenséo
das interagdes entre Trichoderma spp. e fungos fitopatogénicos em contato com a planta
hospedeira, possibilitando identificar proteinas relacionadas ao estresse, micoparasitismo e

inducdo de defesa e resisténcia na planta (Pereira et al., 2014; Ramada et al., 2016).

1.6. Trichoderma na promocéao de crescimento de plantas cultivaveis
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A promogcéo e/ou inducdo de crescimento de plantas promovido por Trichoderma spp.
tem sido objeto de estudos nos ultimos anos em resposta a demanda por desenvolvimento de
produtos de biocontrole e bioestimulantes. Promogéo de crescimento de plantas é resultante
da interacdo indireta "fungo-planta”, cujo efeito é verificado na germinacdo de sementes,
enraizamento, brotacao de estacas, crescimento de ramos, incremento de area foliar, atraso da
senescéncia e incremento no rendimento das culturas (Jardin, 2015).

Esse mecanismo pode resultar de um aumento na solubilizacdo e disponibilizacdo de
fosfatos e outros micronutrientes e minerais, tais como ferro, manganés e magnésio, 0s quais
possuem importante papel no desenvolvimento das plantas (Altomare et al., 1999), ou da
producdo de reguladores de crescimento, como auxinas, citocininas, giberelinas e etileno
(Shoresh, et al. 2010; Glick et al., 2012; Lopez-Bucio et al., 2015; Garnica-Vergara et al.,
2016; Mendoza-Mendoza et al., 2017). Também tem sido relatada a habilidade do fungo em
promover, nas plantas, resisténcia ao estresse abidtico (Zachow et al., 2016).

Vaérios autores estudaram o efeito da aplicacdo de isolados de Trichoderma na cultura
da alface. Diniz et al. (2006) encontraram efeito positivo na aplicacdo de T. viride, expresso
em aumento na emergéncia das plantulas de alface, enquanto Bal & Altintas (2008) relataram
incremento de peso fresco de mudas da cultivar Yedikule. A promoc¢do de crescimento
atribuida a isolados de diferentes espécies de Trichoderma também foi constatada em termos
de peso de matéria seca da parte aerea em plantas de alface cultivar Regina (Silva et al.,
2015). Ja Barroso et al. (2017) avaliou o efeito de quatro produtos comerciais a base de
Trichoderma em sementes da cultivar de alface Astra e concluiram que 0s mesmos
contribuiram para 0 aumento da germinacgéo das plantulas. Fiorentino et al. (2018) comparou
o efeito da inoculacdo de plantas de alface com T. harzianum e de T. virens, concluindo que o

melhor efeito na promocéo de crescimento ocorreu com o isolado desta Ultima especie.
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O uso bem sucedido do agente de biocontrole requer a escolha de estratégias adequadas
de integracdo do organismo nos diferentes agroecossistemas. Ainda, a mistura destes agentes,
guando os mesmos sdo compativeis, € esperada ser mais efetiva na supressdo de doencas, do
que formulagdes contendo um unico organismo. Adicionalmente aos efeitos aditivos ou
sinergisticos, mais de um agente aplicado ao mesmo tempo possibilita combinacGes de
agentes com diferentes requerimentos ambientais em diferentes tempos ou fases do ciclo da
cultura, concomitantemente ao inicio do surgimento dos distintos micronichos (Berg, 2010).

Entretanto, mesmo frente aos relatos de sucesso na aplicacdo dos microrganismos
considerados promotores do crescimento das plantas, existem alguns relatos de insucesso na
cultura aqui estudada. Amler et al. (2014) observaram que sementes de alface inoculadas com
isolados de distintas espécies de Trichoderma ndo se beneficiaram de forma significativa,
considerando as variaveis percentagem de emergéncia e altura das plantas, aos 28 dias pos-
semeadura. Chaves (2015) avaliou o efeito da aplicacdo de Trichoderma na qualidade de
mudas de alface (‘Elba’ e ‘Solaris’), concluindo que a presenca do fungo néo resultou em
mudas de melhor qualidade, quando comparados a testemunha.

A busca pela integracdo de microrganismos utilizados como agentes de biocontrole e a
compreensdo do manejo integrado, combinando o uso de controle bioldgico e quimico, tem
sido temas de pesquisa. Esses estudos prometem melhoria na eficiéncia do controle de
doengas de plantas (Silva et al., 1999; Ramarethinam et al., 2001; Ribas, 2010; Bhai &
Thomas, 2010; Khirallah et al., 2016; Kumar et al., 2018; Silva et al., 2018). Acredita-se que,
desse modo, podem-se obter efeitos sinergisticos ou aditivos no controle de patégenos de solo
causadores de doencas em plantas cultivadas (Bhale & Rajkonda, 2015; Manjunath et al.,

2017).

1.7. Compatibilidade de Trichoderma spp. com fungicidas e inseticidas quimicos
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A consorciacdo de fungicidas quimicos e biolégicos tem sido uma alternativa para os
agricultores, principalmente porque fungos do género Trichoderma séo conhecidos como
fortes supressores de fitopatdgenos de solo como Macrophomina phaseolina, R. solani,
Pythium spp., Fusarium spp., S. sclerotiorum, S. rolfsii, entre outros (Vyas, 1994; Malathi et
al., 2002; Bagwan et al., 2010; Arunasri et al., 2011; Ishizuka, 2016). Por outro lado, 0 uso
individualmente de um produto quimico ou do agente de biocontrole, pode ndo ser
suficientemente capaz de controlar a doenca (Goudar et al., 1998; Bhale & Rajkonda, 2015;
Kumar et al., 2018). Todavia, existem estudos indicando que certos isolados de Trichoderma
ndo podem ser aplicados juntamente com produtos quimicos (Gampala & Rajasekhar, 2010),
sob o risco de perderam a eficiéncia.

Formulagbes quimicas podem afetar a germinacdo de conidios, o crescimento
vegetativo e a esporulacdo de agentes microbianos de controle biol6gico em diferentes niveis,
da mesma forma que nos fungos fitopatogénicos. Ghini & Kimati (2000) descreveram
bloqueios metabdlicos em fungos fitopatogénicos devido ao acimulo de ions na superficie da
membrana celular, sendo este, portanto, um dos mecanismos de acdo de tais produtos
guimicos. Os mesmos autores também enfatizam o fato de compostos organofosforados
converte a fosfatidiletanalamina em quitina. De acordo com Papavizas (1985) conidios e
micélio de isolados de Trichoderma resistentes aos principios ativos, podem ser usados em
conjunto com fungicidas para o tratamento de sementes, pulverizacGes foliares ou aplicacGes
no solo.

Isolados de Trichoderma tem comportamento varidvel em relacdo a fungicidas e
geralmente sdo tolerantes a captan, iprodiona, etheridiazol, PCNB, thiram, propiconazol,
carboxina, tiofanato metilico, mas ndo sdo tolerantes aos benzimidazois, carbendazim,

tebuconazol, trifloxistrobina, piraclostrobina e metconazol (Abd-el Moity et al., 1982; Allen
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et al., 1980; Chang et al., 1986; Papavizas, 1980; Strashnow et al., 1985; Cassiolato et al.,

1996; Pandolfo, 2007; Ribas, 2010).

Divya et al. (2011) demonstraram que isolados selvagens de T. harzianum foram
insensiveis a metade da dose recomendada do principio ativo piraclostrobina, do grupo
quimico estrobilurina. Estudos apontam que acdo sinergistica de T. harzianum e boscalida
para o controle de Botrytis cinerea levou a dissolucdo parcial do micélio do patdgeno, o que
beneficiou 0 antagonista na competi¢cdo por espago e nutrientes, contribuindo para a atividade
antifungica, pela acdo de metabdlitos volateis (Fangsheng et al., 2013).

Bhale & Rajkonda (2015) investigaram concentra¢cbes dos fungicidas mancozeb e
captan quanto a compatibilidade com isolados de Trichoderma spp e constataram que, em
baixas concentracOes, esses fungicidas ndo afetaram o crescimento micelial do agente de
biocontrole. Khirallah et al. (2016), sugeriu que os produtos quimicos podem atuar como
fungistaticos, sobre o antagonista. Esses autores avaliaram a compatibilidade de isolados de T.
harzianum e um T. viride com diversos fungicidas recomendados para o controle de
patdgenos de sementes e doencas foliares ao longo de 30 dias.

Do mesmo modo, podem ser citados varios casos de sucesso envolvendo a
compatibilidade de Trichoderma com inseticidas. Jebakumar et al. (2000) reportaram que
doses entre 6-36 ppm de cloropirifés e forato, ndo afetaram o crescimento micelial e a
esporulacdo de T. harzianum. Kumar et al. (2009) também observaram resultados positivos
com 0S mesmos inseticidas, em combinagcdo com T. viride. Singh et al. (2012) observou
compatibilidade de T. harzianum com imidacloprido e inibi¢do do crescimento micelial com o
carbofuram. Outros principios ativos, como tiametoxan, acetamiprido, clorantraniliprole e
malationa ndo apresentaram toxicidade a crescimento micelial de isolados de Trichoderma

(Saravanan et al., 2013; Saxena et al., 2014; Vasundara et al., 2015; Silva et al., 2018).
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O controle bioldgico de doencas de plantas deve ser pensado dentro do contexto de um
programa de manejo de culturas, onde uma série de espécies, incluindo fitopatdgenos e
insetos-praga, deve ser combatida a0 mesmo tempo, exigindo estudos detalhados, o que o

torna bem mais complexo do que o uso do controle quimico tradicional.
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CAPITULO 2

Patogenicidade e influéncia na
germinacao de sementes de alface
(Lactuca sativa) induzidas por fungos
de solo
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RESUMO

A viabilidade de um lote de sementes € expressa em termos de porcentagem de sementes
fisiologicamente capazes de germinar. A infestacdo e/ou infecgdo de sementes por fungos
e oomicetos pode influenciar na germinacdo e afetar os tecidos presentes e/ou oriundos da
germinagdo. Esses patdgenos de semente podem causar tombamento, murchas vasculares e
podriddes em plantulas. O objetivo deste estudo foi avaliar o indice germinativo de
sementes de alface (Lactuca sativa L.), bem como a patogenicidade e a influéncia de
isolados dos fungos fitopatogénicos: Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raca 1,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium ultimum e Sclerotium rolfsii, na
germinacdo das sementes. Os métodos de germinacdo testados foram: agar-agua, papel
filtro e em papel Germitest. Para avaliar a patogenicidade dos fungos as sementes, um disco
de micélio de 5 mm= foi depositado no centro da placa e 10 sementes foram dispostas ao
redor. Das 16 cultivares utilizadas, apenas ‘Mauren’, ‘Vitoria de Santo Antdo’, ‘BRS Lélia’,
‘BRS Leila’, ‘Gizele’ e ‘BRS Mediterranea’ apresentaram poder germinativo acima de 50%
nos métodos testados. Nos ensaios de patogenicidade in vitro, todos os isolados testados
foram patogénicos a cultura da alface. A maior incidéncia foi verificada com S. rolfsii, o qual
inibiu a germinacdo de 100% das sementes em todas as cultivares. Os isolados de F.
oxysporum raca 1 foram os de menor incidéncia. As cultivares Mauren e Vitdria de Santo
Antdo foram, ainda, bastante afetadas pela inoculagéo artificial com S. sclerotiorum, R. solani
e P. ultimum, com valores de 66 e 100% de incidéncia. A cultivar BRS Leila apresentou 0s
maiores indices de germinacdo, com todos os patdgenos testados.

Palavras-chave: inoculacdo, lotes de sementes, patdgenos de solo, suscetibilidade de
cultivares, transmiss&o.

ABSTRACT

The viability of batches of seeds is expressed in terms of percentage of physiologically
germinating seeds. Infestation and/or infection of seeds by fungi and oomycetes may
influence germination and affect tissues present and/or arising from germination. These
seed pathogens can cause damping-off, vascular wilting and seedling rot. The objective
of this study was to evaluate the germinative index of lettuce (Lactuca sativa L.) seeds,
as well as the pathogenicity and influence of phytopathogenic fungi isolates: Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae race 1, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium
ultimum and Sclerotium rolfsii, on seeds germination. The germination methods tested
were: water-agar, filter paper and Germitest paper. To evaluate the pathogenicity of the
fungi to the seeds, a 5 mms mycelium disc was deposited in the center of the plate and
10 seeds were arranged around it. All the 16 cultivars used, only 'Mauren’, 'Vitoria de
Santo Antdo', 'BRS Lélia’, 'BRS Leila', 'Gizele'’ and 'BRS Mediterranea’ showed
germination power above 50% in the tested methods. In pathogenicity in vitro assays, all
isolates of the tested fungi were pathogenic to lettuce culture. The highest incidence was
observed with S. rolfsii, which inhibited 100% seed germination in all cultivars tested.
The isolates of F. oxysporum f. sp. lactucae race 1 were the ones with the lowest
incidence. The cultivars Mauren and Vitoria de Santo Antdo were also greatly affected by
artificial inoculation with S. sclerotiorum, R. solani and P. ultimum, with values of 66
and 100% of incidence. The cultivar BRS Leila presented the highest germination rates,
with all pathogens tested.
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2.1. INTRODUCAO

Semente de boa qualidade fisiologica e sanitaria € considerada insumo da maior
importancia na producdo de mudas, bem como para 0 manejo de doencas das culturas
(Minami, 2010). O processo de germinacdo € o restabelecimento da atividade metabdlica da
semente e pode ser influenciado por fatores ambientais, tais como temperatura e
luminosidade, afetando a taxa de absorcdo de agua e reacGes bioquimicas (Carvalho &
Nakagawa, 2012). A viabilidade de um lote de sementes é expressa em termos de
percentagem de sementes fisiologicamente capazes de germinar (Brasil, 2009).

A alface (Lactuca sativa) € uma das hortalicas folhosas mais importantes e mais
consumidas, sendo utilizada in natura em restaurantes (Oliveira et al., 2006). O conhecimento
do potencial fisioldgico das sementes permite a producdo de mudas com vigor, tamanho e
qualidades uniformes, com vantagens no desenvolvimento das plantas, principalmente em
espécies cuja conducéo da cultura comercial requer o transplante (Franzin et al., 2005).

A alface é uma planta suscetivel a diversos organismos fitopatogénicos, entre 0s
quais, destacam-se fungos fitopatogénicos que habitam o solo (Lopes et al., 2010). Estes
podem causar sintomas de encharcamento da raiz, obstrucdo dos vasos devido a colonizagdo
do xilema e morte da plantula; deterioracdo das sementes, evidenciada pelo escurecimento dos
tecidos das sementes, manchas com aspecto encharcado em plantulas e perda de rigidez dos
tecidos; escurecimento e apodrecimento de raizes, acompanhado pela decomposicdo dos
tecidos e o enfraquecimento do cauliculo, levando ao tombamento da plantula colonizada e
decomposta pelo fungo (Amorim et al., 2018).

Existem diferentes géneros de fungos, causadores de doencas no inicio do ciclo da
cultura, que podem ser veiculados pelas sementes de alface. Esses fungos afetam as sementes
e tecidos vegetais jovens oriundos da germinacdo das sementes, levando ao tombamento ou

damping-off, murchas vasculares e podridées em plantulas. Entre os fungos de solo
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causadores de doencas em alface, citam-se: Fusarium oxysporum f. sp. lactucae raca 1,
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, entre
outros (Pereira et al., 2015).

A patogenicidade dos fungos F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1, P. ultimum, S.
sclerotiorum, S. rolfsii e R. solani, em distintas cultivares de alface ndo estd plenamente
esclarecida. Devido a importancia de se estabelecer o nivel de influéncia na germinacao das
sementes e o potencial de dano desses fungos de solo em alface, foram conduzidos

experimentos objetivando avaliar os efeitos desses patdgenos na germinacao desta olericola.

2.2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Recursos

Geneéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF.

2.2.1. Obtencéo dos fungos fitopatogénicos

Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae (FOLac raca 1 - 206 e FOLac raga 1 -
240) e P. ultimum (PYT555), juntamente com os isolados de R. solani (RHI23), S.
sclerotiorum (CEN1530) e S. rolfsii (CEN1531), foram cedidos pela Cole¢do de Fungos
Fitopatogénicos da Embrapa Hortalicas, Brasilia — DF. Também foram incluidos, um isolado
de S. sclerotiorum (CEN1147) e um de S. rolfsii (CEN216) pertencentes a Colecdo de
Microrganismos para o Controle Biologico de Fitopatogenos e Plantas Daninhas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF (Tabela 2). As culturas fangicas foram
reativadas em placas de Petri utilizando o meio BDA (Merk KGaA®). Das culturas obtidas,
foram produzidas novas col6nias, transferindo-se discos de micélio (5 mms) de cada placa
matriz para outras placas, contendo 0 mesmo meio. As culturas foram incubadas em estufa

regulada para 26 °C e fotoperiodo de 12 horas, por sete dias.
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Tabela 2. Descri¢gdo com origem e ano de isolamento dos fungos fitopatogénicos.

Isolado Municipio Hospedeiro/ Ano de
Substrato isolamento

F. oxysporum f. sp. lactucae Paulinia (SP) Alface 2009
(FOLac raca 1 - 206)

F. oxysporum f. sp. lactucae Pelotas (RS) Alface 2011
(FOLac raca 1 - 240)

R. solani (RHI23) Samambaia (DF) Solo/Alface 2017
P. ultimum (PYT555) Mogi das Cruzes (SP) Alface 2015
S. sclerotiorum (CEN1530) Embrapa Hortalicas (DF) Solo/Alface 2018
S. rolfsii (CEN1531) Embrapa Hortalicas (DF) Solo/Alface 2018
S. sclerotiorum (CEN1147) Formosa (GO) Feijoeiro 2012
S. rolfsii (CEN216) Brasilia (DF) Feijoeiro 2002

2.2.2. Producdo de culturas-estoque dos fungos

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas culturas puras, monosporicas
originarias das coldnias crescidas em tubos de ensaio com 0 mesmo meio e incubadas nas
condicdes de incubacdo descritas anteriormente. Apos o desenvolvimento das col6nias, 0s
tubos foram fechados com tampdes de algoddo, recobertos com papel aluminio e vedados
com filme de parafina plastica e papel (Parafilm M®). As culturas foram guardadas em

refrigerador (4 °C), para uso oportunamente.

2.2.3. Obtencéo das cultivares de alface

As sementes de alface ‘Rubi’, ‘Veneza’, ‘Laurel’, ‘Donna’, ‘Veronica’, ‘Raider
Plus’, “Vanda’, ‘Vitoria de Santo Antdo’, ‘Regina’, ‘Gizele’, ‘Elisa’ e ‘Mauren’ foram obtidas
da colecdo da Embrapa Hortaligas. A cultivar Hanson foi adquirida no mercado de Brasilia.

As novas cultivares comerciais BRS Lélia, BRS Mediterranea e BRS Leila, lancadas para
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comercializacdo em 2018 pela empresa de sementes de hortalicas Agrocinco Seeds of Value

(Anexo 3).

2.2.4. Germinacdo de sementes das cultivares por diferentes métodos

Amostras dos lotes de sementes de alface foram homogeneizadas, e desinfestadas
superficialmente, a fim de coibir a germinacéo de fungos oportunistas no meio e mascarar 0s
resultados dos outros testes e embaladas individualmente. As sementes foram posteriormente
armazenadas em refrigerador (4 °C) durante todo o periodo de conducdo dos experimentos.
Um primeiro ensaio foi conduzido para avaliar o potencial germinativo dos diferentes lotes de
sementes de alface. O objetivo inicial foi de selecionar as cultivares que apresentassem
melhor indice de germinacdo, adaptado de Maguire (1962), dado pela formula: G = (N/90) x
100, onde: G= germinacdo%; N= n° de sementes germinadas ao final do teste; 90= n° de
sementes utilizado por tratamento.

O experimento foi estabelecido com trés repeticdes e com 30 sementes por tratamento.
As sementes foram submetidas a desinfestacdo superficial por imersdo em solugdo de etanol
70%, seguida de hipoclorito de sddio (1%) por 1 minuto e trés lavagens em agua destilada e
esterilizada (conforme de adaptado Kikuti & Marcos Filho, 2012). Uma pequena porcao de
cada amostra foi semeada em placas de Petri forradas com duas folhas papel filtro e outra, em
papel para germinagdo Germitest (28 x 38 cm), umedecidas com agua destilada na proporcao
de duas vezes e meia 0 peso do papel. Os testes de germinacdo em placa de Petri foram
conduzidos em estufa incubadora BOD (Nova Técnica®) a 26 °C, no escuro durante as
primeiras 48 horas, para simular as primeiras horas cobertas pelo solo/substrato, quando
semeadas em sementeira. ApOs esse periodo, as sementes foram submetidas ao regime
claro/escuro de 12 horas. A avaliacdo do potencial germinativo foi realizada sete dias apos a

instalacdo do experimento. Considerou-se um valor minimo de germinacédo aceitavel de 50%
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em cada repeticdo para cada cultivar (conforme adaptado de Pinheiro et al., 2012; Alves et al.,
2015).

Com base nesses testes preliminares, seis das cultivares foram selecionadas: ‘Vitoria
de Santo Antdo’, ‘BRS Mediterranea, ‘BRS Lélia, ‘Gizele’ e ‘BRS Leila’. Estas cultivares
foram empregadas nos testes subsequentes nas mesmas condicdes pré-estabelecidas no ensaio
preliminar conduzido em laboratério: trés repeticbes, com 30 sementes cada, em papel
Germitest, papel filtro e em placas contendo agar-dgua (AA) 2%. As sementes germinadas

foram contabilizadas no décimo dia de germinacéo.

2.2.5. Determinacédo da patogenicidade de fungos de solo a alface, in vitro

Os fitopatdgenos foram escolhidos devido a ocorréncia dos mesmos em plantas de
alface com sintomas em campos de cultivo de diferentes regides do pais, com excecao dos
isolados S. sclerotiorum - CEN1147 e S. rolfsii - CEN216, obtidos de plantas de feijdo
(Tabela 2). Amostras de micélio das culturas-estoque foram transferidas para meio de cultura
BDA sintético (Merk KGaA ®) e incubadas por sete dias, em estufa incubadora BOD (Nova
Técnica®) a 26 °C, com fotoperiodo de 12 horas. As cultivares escolhidas foram: ‘BRS
Mediterranea’, ‘Vitoria de Santo Antdao’, ‘BRS Lélia’, ‘Mauren’ € ‘BRS Leila’. Discos de
micélio (5mms=) provenientes das novas culturas foram depositados no centro das placas e 10
sementes de cada cultivar foram distribuidas nas bordas. Incubaram-se as culturas por 48
horas em estufa incubadora BOD no escuro. Apos este procedimento, todos os tratamentos
foram transferidos para outra estufa incubadora BOD (Nova Técnica®) com temperatura
regulada para 26 °C e fotoperiodo de 12 horas, permanecendo nestas condi¢des por 10 dias.

A patogenicidade dos fungos foi analisada no décimo dia apo6s a instalagdo do
experimento, para todas as cultivares, usando os seguintes critérios de avaliacdo: sementes

germinadas e plantulas sintomaticas e sementes mortas. A metodologia utilizada para a
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avaliacdo patogénica in vitro foi a descrita por Teixeira et al. (2006), porém adaptada, pois

neste estudo nédo foi realizada a pré-germinacédo das sementes.

2.2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado (D.1.C.), composto por 18
tratamentos, trés repeticdes com 30 sementes cada, em esquema fatorial 6 x 3. Neste primeiro
experimento, foi avaliado o evento germinacdo ou ndo germinacao da semente em funcdo da
cultivar e do método. Este experimento foi conduzido trés vezes. O teste utilizado para avaliar
a germinacao foi anéalise de regressdo logistica, sequida da comparacao de medias, pelo teste
de Tukey, ao nivel de 0,05. O experimento subsequente, para estudo da patogenicidade in
vitro dos fungos em sementes das cinco cultivares selecionada, também foi conduzido em
D.I.C. Este foi constituido de 40 tratamentos (combinagdes cultivar x fitopatdgeno), trés
repeticdes com 10 sementes cada, em esquema fatorial 5 x 8 (cultivar x fitopatégeno). Devido
ao tamanho do ensaio, optou-se, neste experimento, por considerar apenas dois niveis de
resposta: (1) germinacdo normal e (2) germinacdo anormal + ndo germinacdo. Nos
tratamentos com o fungo S. rolfsii, ndo houve germinacdo de sementes, por issoO esses
tratamentos ndo foram considerados para a analise. Todas as analises foram realizadas por
regressdo logistica, com o modelo de “familia” quasibinomial. Em seguida foram realizadas
as comparacdes entre cada cultivar usando o metodo de Tukey 5% no software R (Burnham

& Anderson, 2002).

A média de sementes germinadas, plantulas sintomaticas e sementes mortas para
cada tratamento em: S. sclerotiorum CEN1147 (T1), S. sclerotiorum CEN1530 (T2), S. rolfsii
CEN216 (T3), S. rolfsii CEN1531 (T4), F. oxysporum f. sp. lactucae FOLac-raca 1-206 (T5),
F. oxysporum f. sp. lactucae FOLac raca 1 - 240 (T6), R. solani RHI23 (T7) e P. ultimum

PYT555 (T8), foram obtidas (conforme descrito no item 2.2.5) e transformadas em valores de
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porcentagens. Plantulas classificadas como sintomaticas apresentaram podriddo, necrose ou
atrofia da radicula, cauliculo e cotilédones. A semente foi considerada germinada quando

demonstrou aptiddo em produzir uma plantula normal (Brasil, 2009).

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Germinacéo de sementes de cultivares de alface

Os testes preliminares realizados apontaram baixo indice de germinacdo, abaixo do
requerido (G < 50%), para as cultivares Rubi, Veneza, Laurel, Donna, Veronica, Hanson,
Raider Plus, Vanda e Elisa e por isso, estas cultivares foram descartadas. Os resultados da
germinagdo pelos trés métodos utilizados estdo expostos na Tabela 3. As cultivares Gizele e
Vitéria de Santo Antdo foram as Unicas para as quais se observou diferenca significativa nos
valores médio de percentagem de germinagdo entre os métodos. Para a cultivar Gizele, a
germinacao foi mais baixa no papel Germitest (77%), que diferiu dos métodos agar-agua e
papel filtro, com 97% e 99% de germinacdo, respectivamente. Ja para a cultivar Vitoria de
Santo Antdo, diferenca foi verificada entre os trés métodos, com percentagens de germinacdo

de 84%, 97% e 44%, em &gar-agua, papel filtro e Germitest, respectivamente.
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Tabela 3. Germinacédo (%) de sementes de seis cultivares de alface pelos métodos: agar-agua,

Germitest e papel filtro.

Métodos
Cultivar Agar-agua Germitest Papel filtro
‘Gizele’ 97 £ 0.02a 77 £ 0.04b 99 + 0.01a
‘BRS Leila’ 100 + 0.00a 100 + 0.00a 99 + 0.01a
‘BRS Lélia’ 98 + 0.02a 97 + 0.02a 98 + 0.02a
‘Mauren’ 91 +0.02a 84 + 0.03a 90 + 0.03a
‘BRS Mediterranea’ 98 + 0.02a 97 + 0.02a 100 + 0.00a
‘Vitoria de Santo Antdo’ 84 +0.04b 44 +0.05c 97 £ 0.02a

Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa ao nivel de 5%, pelo teste
Tukey.

2.3.2. Testes de patogenicidade in vitro

Todos os fungos foram patogénicos a cultura da alface. Algumas dessas cultivares
apresentaram variacdo nos ensaios de patogenicidade realizados (Tabela 4). Os isolados do
fungo S. rolfsii (CEN216 e CEN1531) foi patogénico as sementes de todas as cultivares, a
ponto de nenhuma das amostras germinar. O fungo, ainda foi capaz de formar estruturas de
resisténcia conhecidas por esclerécios em todas as placas-teste. Os isolados de S. sclerotiorum
(CEN1147 e CEN1530) apresentaram variagdo na percentagem de sementes germinadas e
plantulas sintomaticas. Ndo houve germinagdo das sementes inoculadas com o isolado
CEN1147 nos ensaios com a cultivar Mauren e, para a cultivar Vitéria de Santo Antdo,
apenas 0,3% das sementes germinaram. Este fato demonstra que as sementes que germinaram
na presenca do patdégeno foram infectadas apds a germinacdo. Ja nos tratamentos com o
isolado CEN1530, estas mesmas cultivares apresentaram percentuais de germinagéo de 36,6 e

30%, respectivamente. As demais cultivares apresentaram boa capacidade germinativa na
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presenca destes mesmos isolados de S. sclerotiorum, com valores de 93,3 e 100%. Esse
resultado reflete a baixa capacidade de infeccdo dos isolados, com 0 e 6,6% de plantulas

sintométicas ao todo (Tabela 4).

As sementes de todas as cultivares exibiram percentuais de germinacdo entre 53,3 —
100% quando inoculadas artificialmente com os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae raga
1 (FOLac raca 1 — 206 e FOLac raca 1 — 240). Estes isolados ndo apresentaram dano as
cultivares BRS Leila e BRS Lélia (0%) e demonstraram baixa capacidade de infec¢do nas
sementes de ‘BRS Mediterranea’ (3,3 e 6,6), respectivamente. As cultivares Mauren e Vitoria
de Santo Antdo apresentaram percentuais de 26,6 e 49,9% de plantulas sintomaticas (Tabela

4).

Nos ensaios com o fungo R. solani isolado RHI 23, também houve uma variacdo no
percentual de sementes germinadas. O isolado RHI 23 afetou mais as cultivares Vitoria de
Santo Antdo e a cultivar Mauren, as quais apresentaram baixos indices de germinacdo (3,3 e
39,9%, respectivamente). Com a cultivar Mauren, observou-se que as plantulas germinadas
desenvolveram os sintomas de necrose ou damping-off, logo a seguir. Com as cultivares BRS
Leila, BRS Mediterranea e BRS Lélia, observaram-se altos valores de germinacdo na
presenca do isolado de R. solani (96,6 e 100%) (Tabela 4).

O fungo P. ultimum isolado PYT555, considerado tipico em sistemas de hidroponia,
prejudicou seriamente a germinacdo das sementes nas cultivares Vitoria de Santo Antdo, na
qual nenhuma das sementes germinou e, ‘Mauren’, que apresentou apenas 20% de sementes
germinadas. Ja as cultivares BRS Leila, BRS Mediterranea e BRS Lélia foram menos afetadas
e, embora tenham sido observados 100% de germinagdo para todas elas, algumas plantulas
exibiram sintomas causados pela colonizacdo de PYT 555, com valores de 6,66, 13,3 e 16,6%

de pléntulas sintomaéticas (Tabela 4).
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Tabela 4. Percentual de sementes de diferentes cultivares de alface germinadas e incidéncia (plantulas sintométicas e sementes mortas), quando
inoculadas artificialmente com os fungos: Sclerotinia sclerotiorum (isolados CEN1147 e CEN1530), Sclerotium rolfsii (isolados CEN216 e
CEN1531), Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (isolados FOLac raga 1 — 206 e FOLac raca 1 — 240), Rhizoctonia solani (isolado RHI 23) e
Pythium ultimum (isolado PYT 555).

Sementes germinadas (%)
Sementes inoculadas com os fitopatdgenos

Cultivar *T  S.sclerotiorum S. sclerotiorum S, rolfsii S.rolfsii  F.oxysporum f.sp. F. oxysporum f.sp. R.solani P. ultimum

(CEN1147) (CEN1530) (CEN216) (CENZ216) lactucae (FOLac lactucae (FOLac (RHI 23) (PYT 555)
raca 1 — 206) raca 1 — 240)

Mauren 83,3 0 36,6 0 0 76,6 53,3 39,9 20

BRS Leila 100 100 100 0 0 100 100 96,6 100

BRS Mediterranea 100 93,3 100 0 0 100 100 100 100

BRS Lélia 100 93,3 100 0 0 100 100 100 100

Vitoria de Santo Antéo 73,3 0,3 30 0 0 86,6 80 3,3 0

Incidéncia (%)
Plantulas sintomaticas e sementes mortas inoculadas com os fitopatdgenos

Cultivar *T  S.sclerotiorum  S. sclerotiorum S. rolfsii S.rolfsii  F.oxysporumf.sp. F.oxysporumf.sp. R.solani P.ultimum

(CEN1147) (CEN1530) (CEN216) (CEN216) lactucae (FOLac lactucae (FOLac  (RHI23) (PYT 555)
raca 1 —206) raca 1 — 240)

Mauren 0 100 66,6 100 100 26,6 49,9 66,6 100

BRS Leila 0 16,6 0 100 100 0 0 29,9 6,66

BRS Mediterranea 0 46,6 6,6 100 100 3,3 6,6 16,6 13,3

BRS Lélia 0 96,6 6,6 100 100 0 0 26,6 16,6

Vitdria de Santo Antdlo 0 100 83,3 100 100 89,9 90 100 100

* Testemunha ndo inoculada.
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Como se observa na Tabela, as cultivares Vitoria de Santo Antdo (16%) e Mauren
(39%), foram as que diferiram significativamente entre si e das demais, quanto ao indice de
germinacdo na presenca dos fungos fitopatogénicos testados. As trés representantes do tipo
varietal crespa, ‘BRS Leila’, ‘BRS Lélia’ e ‘BRS Mediterranea’ apresentaram percentuais de

92, 79 e 86% de germinacao, respectivamente, na presenca dos patdgenos.

Tabela 5. Percentagem de germinagdo (%) das cultivares BRS Leila, BRS Lélia, Mauren,
BRS Mediterranea e Vitoria de Santo Antdo, inoculadas artificialmente com fungos
fitopatogénicos de solo.

Cultivar Percentual de germinagao®
‘BRS Leila’ 92 +£0.11a
‘BRS Lélia’ 79 £ 0.34a
‘Mauren’ 39+£0.32b
‘BRS Mediterranea’ 86 = 0.15a
‘Vitéria de Santo Antao’ 16 £ 0.26¢

Wl etras diferentes na mesma linha representam diferenca média de probabilidade
significativa ao nivel de 5% pelo teste Tukey.

2.4. DISCUSSAO

2.4.1 Germinagéo de sementes de cultivares de alface

Estudos sobre a qualidade das sementes de especies cultivadas tém gerado grande
interesse por parte de pesquisadores, principalmente quanto a padronizacédo, aperfeicoamento
e estabelecimento de métodos de analises laboratoriais (Mendes et al., 2009). Os valores de
germinacdo de sementes de alface por diferentes métodos reportados no presente estudo estdo
em conformidade com Nascimento et al. (2012). Para Kikuti & Marcos Filho (2012),
informacdes sobre testes para estimar velocidade e porcentagem de germinacéo de sementes

de alface séo relativamente escassas, por isso recomendam o uso combinado de diferentes
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testes. Entretanto, os resultados aqui obtidos mostraram pouca variacdo entre 0os métodos
utilizados. Soares et al. (2017) observaram a influéncia da temperatura na germinacao de
sementes de diferentes cultivares de alface com o uso de papel Germitest. Segundo esses
mesmos autores, foram observados valores de germinacdo de 80% no grupo de cultivares
crespas de verdo, 47% no grupo varietal americana, 74% no segmento mimosa e 82% no
segmento varietal crespa repolhuda. Tais resultados estdo de acordo com os resultados
observados neste trabalho com as cultivares do tipo varietal crespa (‘BRS Lélia’, ‘BRS
Mediterranea’ e ‘BRS Leila’) e contrariam os obtidos com a cultivar americana (Mauren),
uma vez que também esta cultivar apresentrou percentuais elevados de germinacdo em papel
Germitest.

Meios gelificantes (a base de agar-agua) séo requeridos como superficie de suporte para
o desenvolvimento de explantes de alface, principalmente, a partir de folhas cotiledonares
obtidas de sementes germinadas in vitro (Pinheiro et al., 2012). Neste trabalho, confirma-se a
utilidade do método agar-agua para germinacao das sementes de alface.

Golle et al. (2010), utilizando sementes de Pinus taeda L., relataram que fatores ligados
ao meio, como toxidez causada por contaminantes existentes no agar, tratamentos de
sementes com etanol e hipoclorito de sédio (NaOCI) ou até mesmo baixa disponibilidade de
agua no meio, podem ter relacdo com a baixa germinagdo. No entanto, esse aspecto ndo pode
ser considerado como relevante para germinacdo de sementes de alface, uma vez que os testes
realizados no presente estudo ndo detectaram anormalidades aparentes ou algum dano
causado pelo agar (Figura 1). Entretanto, Caldas et al. (1998) também mencionaram que 0
agar estd entre os agentes que podem induzir toxicidade a algumas especies vegetais,
especialmente quando o produto possui baixo grau de pureza. Vale informar que, neste estudo
foi utilizado um &gar comercial (Dindmica®) na concentracdo de 2%. Coutinho et al. (2001)

relataram percentuais de germinacgédo de 80% em sementes de arroz (Oryza sativa) e 82% em
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sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris), utilizando o meio agar-agua, considerado adequado

para as especies estudadas por esses autores.

Figura 1. llustracdo dos testes de germinagdo, em &gar-4gua, de sementes de alface das
cultivares: ‘BRS Mediterranea’ (A); ‘BRS Lélia’ (B); ‘BRS Leila’ (C); ‘Gizele’ (D);
‘Mauren’ (E).

Em contrapartida, Rodrigues et al. (2012) constataram que o uso de hipoclorito de sédio
favorece a germinacdo de sementes de alface, exceto quando hidrocondicionadas em papel
Germitest. No entanto, esta informagdo ndo foi confirmada no presente estudo, pelo menos
com as cultivares Vitoria de Santo Antdo e Gizele, as quais apresentaram valores de
percentual de germinacdo em Germitest inferiores estatisticamente, em relacdo as demais
cultivares de alface. Fernandes et al. (2017) testaram a germinacdo de sementes de alface
(cultivar ndo especificada) em papel Germitest, obtendo bons resultados. O mesmo foi
verificado com Silva et al. (2008), com sementes de pinhdo-manso. Portanto, os resultados de
testes de germinacdo podem variar entre espécies vegetais e entre cultivares dentro de
espécies.

O processo de germinacdo é afetado por uma série de condicBes intrinsecas e
extrinsecas a semente, como umidade, temperatura e oxigénio. Pelos resultados obtidos, pode-
se afirmar que os testes de germinacdo conduzidos em papel Germitest e em papel filtro ndo
acarretaram danos as sementes de alface, apesar de asseverada a existéncia, nesses suportes,
de substancias toxicas, as quais sementes de algumas espécies, incluindo alface, seriam

sensiveis (Brasil, 2009). A avaliacdo de suportes para germinacdo de sementes € feita por
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comparacdo do desenvolvimento das radiculas imediatamente ap0s a germinacdo, porque 0S
sintomas de inibicdo sdo mais pronunciados nas raizes em estadio inicial de desenvolvimento.
Sdo indicativas da presenca de substancias nocivas as sementes nesse tipo de suporte, raizes
mais curtas com extremidades escurecidas, ou levantadas do papel e aglomeracdo de pelos
absorventes.

Deng & Song (2012) postulam que sementes de alface germinam melhor a
temperatura de 20 °C. No entanto, contrariando esses autores, como também Bertagnolli et al.
(2003) e Schwember & Bradford (2010), o presente trabalho revelou indices de germinacédo
maximo com a maioria das cultivares, & temperatura 26 °C. indices de germinacdo mais
baixos foram os obtidos com as cultivares Gizele (77%) e Vitoria de Santo Antdo (44%),
apenas no Germitest. De acordo com os trabalhos supracitados, temperaturas acima de 25° C
afetariam a germinacdo final e, também, a velocidade de germinacdo, a velocidade da
absorcéo de agua e as reacdes bioquimicas, que determinam todo o processo germinativo.

A escolha do método a ser utilizado para os testes de germinacdo deve levar em
consideracdo as exigéncias de cada espécie e a infraestrutura do laboratério. As percentagens
de germinacdo relatadas no presente trabalho equivalem as percentagens de sementes que
originaram plantulas normais, considerando as condicGes descritas nas Regras de Analises de

Sementes (Marcos Filho, 2005; Brasil, 2009).

2.4.2. Testes de patogenicidade in vitro

Testes de patogenicidade in vitro, em sementes, apresenta potencial de uso na
prospeccdo de estudos preliminares de genotipos de alface resistentes as doencas causadas
pelos patogenos de solo. O foco do presente estudo foi verificar se isolados dos fungos S.
sclerotiorum, S. rolfsii, F. oxysporum f. sp. lactucae, R. solani e P. ultimum, coletados em

areas de cultivo de alface (CEN1530, CEN1531, FOLac raca 1 — 206, FOLac raga 1 — 240,
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RHI 23 e PYT 555) e feijoeiro (CEN1147 e CEN216) revelariam ser patogénicos a alface, em
testes conduzidos com sementes.

A origem dos isolados de S. sclerotiorum — CEN1147 e S. rolfsii — CEN216 nao
interferiu na patogenicidade in vitro a cultura da alface. Ainda, os dois isolados de S.
sclerotiorum (CEN1147 e CEN1530) por vezes se comportaram diferentemente para a mesma
cultivar, como foi o caso, principalmente das cultivares Mauren e Vitoria de Santo Antdo. O
isolado S. sclerotiorum - CEN 1147 afetou mais a germinacdo das sementes das cultivares
Mauren, BRS Lélia e Vitoria de Santo Antdo. As cultivares BRS Leila, BRS Mediterranea e
BRS Lélia apresentaram menor incidéncia da doenca com o isolado CEN1530, do mesmo
patdgeno. Venturoso et al. (2015) constataram que distintos isolados de S. sclerotiorum
provenientes de lavoura de soja podem, quando inoculados artificialmente, também infectar
sementes de outras oleaginosas, como: canola, cartamo, crambe, girassol, nabo forrageiro e
niger. O fungo provocou tombamento de pré-emergéncia e pds-emergéncia em todas estas
espécies estudadas. Esses resultados corroboraram aqueles obtidos por Figueirédo (2005) com
isolados de S. sclerotiorum de diferentes origens, quando inoculados em feijao.

Com relacdo aos isolados de S. rolfsii (CEN216 e CEN1531), trata-se de um fungo
considerado polifago, capaz de infectar mais de 1900 espécies botanicas. Sua distribuicdo é
mundial e causa tombamento de mudas e podriddo do colo ou das raizes das plantas
hospedeiras (SMML, 2019), portanto, sem qualquer especificidade, como observado no
presente estudo.

Ja os fungos do complexo F. oxysporum séo considerados parasitas especializados e tem
uma reduzida gama de hospedeiros, com biotipos especificos a espécies e frequentemente a
cultivares de plantas (Lockwood, 1988). Em contraste, o fungo R. solani é geralmente
considerado um patdgeno mais primitivo e ndo especializado. Muitos isolados patogénicos de

R. solani podem infectar plantulas de varios hospedeiros, embora em plantas adultas sejam
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mais restritos em sua gama de hospedeiros. Este pode ser introduzido em novas areas de
cultivo, em qualquer etapa do plantio, via sementes, mudas e/ou substratos contaminados
(Lewis & Lumsden, 2001). Neste estudo, o isolado de R. solani - RHI23 foi patogénico a
todas as cultivares testadas, sendo que as cultivares Mauren e Vitoria de Santo Antdo
apresentaram altos percentuais de plantulas sintomatica e de sementes mortas. Novamente as
cultivares representantes do tipo varietal crespa ‘BRS Leila’, ‘BRS Mediterranea’ e ‘BRS
Lélia’, apresentaram um maior nimero de plantulas sem sintomas.

Segundo Lopes et al. (2010), R. solani € um patogeno de solo causador de podriddes em
caules e raizes, presente na maioria das regides de cultivo de alface, que pode limitar a
producdo dessa hortalica. O fungo constitui um dos maiores problemas em regides ou épocas
guentes, solos mais umidos ou com excesso de irrigacao, onde, juntamente com P. ultmum e
F. oxysporum, afeta inclusive cultivos protegidos, causando falhas no estande e plantas mal
desenvolvidas. Na producdo de mudas para o plantio em campo, as sementes afetadas geram
plantulas doentes, resultando em dampin-off. Além disso, os microesclerédios de R. solani
podem sobreviver em outros hospedeiros (Mercier & Manker, 2005). Esses fatos justificam os
experimentos conduzidos neste trabalho, com o objetivo de verificar a patogenicidade do

isolado RHI23 desse fungo as sementes de cultivares de alface.

A producdo de esclerodios pelos isolados de S. rolfsii observada nas placas-teste € um
agravante, uma vez que tais estruturas de sobrevivéncia do fungo, se misturadas as sementes
de alface podem, eventualmente, passar despercebidos. Este fato ndo foi observado com os
fungos também formadores de estruturas de sobrevivéncia S. sclerotiorum (CEN1147 e
CEN1531) e R. solani (RHI23). E importante destacar o papel dos esclerécios na
sobrevivéncia e dispersdo de patogenos (Pereira et al., 2015), como S. sclerotiorum, R. solani

e S. rolfsii, podendo induzir doencas policiclicas, quando o inoculo secundario produzido
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durante o desenvolvimento da doenca resulta em infec¢des adicionais ou novas infecgdes em
outro hospedeiro (Benson et al., 1994).

Propagulos de quase todos os géneros dos fitopatdgenos habitantes do solo respondem
aos exsudatos das sementes e raizes, entretanto, pouco se conhece sobre as moléculas
especificas que elicitam essas respostas (Bowen & Rovira, 1991). Nelson (1990) reportou a
germinacdo de microconidios e clamidosporos de F. oxysporum em resposta a exsudatos de
raizes de Musa sp. (banana), sementes e mudas de Pisum sativum (ervilha) sementes e raizes
de Cassia obtusifolia (fedegoso) e raizes de Gossypium hirsutum (algodao). Porém, a
molécula estimulante foi considerada desconhecida. Para R. solani, P. ultimum e S. rolfsii, a
fonte do exsudato foi principalmente sementes de ervilha, que influenciaram na germinacéo
de obsporos, esporangios e esclerdcios, estimulados por compostos volateis, uma molécula
desconhecida, por glucose e etanol. Neste estudo de patogenicidade in vitro com sementes de
alface, os isolados de S. rolfsii (CEN216 e CEN1531) foram os Unicos a formarem esclerocios
na placa de Petri com meio &gar-agua como suporte. Ainda assim, sobre os isolados de F.
oxysporum f. sp. lactucae (FOLac raca 1 - 206 e FOLac raca 1 - 240) e PYT555 nédo €
possivel afirmar que ndo houve a formacéo de propagulos tipicos do género (clamidosporos e
conidios), pois as culturas ndo foram avaliadas microscopicamente.

Espera-se que patdgenos do sistema radicular em solos tropicais sejam favorecidos por
temperaturas mais elevadas. A quantificacdo do efeito da temperatura na reproducdo dos
patogenos do sistema radicular pode contribuir para aumentar a eficiéncia do manejo das
doencas induzidas por estes fungos (Ceresini & Souza, 1996). Os patdgenos diferem quanto
ao otimo de desenvolvimento e a temperatura pode determinar a distribuicdo geografica da
ocorréncia das doengas que causam. A temperatura Otima para crescimento micelial e

formacéo de esclerddios de S. rolfsii, por exemplo, esta entre 27-30 °C (Punja, 1985).
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Existem indicios de que a dispersdo de F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1 tenha sido
via sementes infectadas, baseados no fato de o patdgeno estar presente em varias regides em
diferentes continentes e condicdes climaticas (Garibaldi et al., 2004; Cabral et al., 2018). Os
resultados obtidos neste trabalho com as cultivares BRS Leila, BRS Lélia e BRS
Mediterranea corroboram Cabral (2016), em seus ensaios de melhoramento genético de alface
resistente ao F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1, como citado na Tabela 1. Estas cultivares
foram langadas recentemente como fruto de parceria da Embrapa Hortalicas e a empresa de
sementes Agrocinco®. Além de apresentarem resisténcia a F. oxysporum f. sp. lactucae raca
1, foi possivel notar diferenca entre indices germinativos destas trés cultivares de padréo
varietal crespa, superiores aos verificados com as demais testadas. Os resultados das
inoculacdes artificiais de F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1 em placas de Petri utilizando
sementes, confirma o fato de que esse fitopatdgeno causa doencas de pré e pds-emergéncia de

plantas de alface (Hubbard & Gerik, 1993

De acordo com Pacifico (2017) em um levantamento de doencas em alfaces do grupo
varietal americana ‘Laurel’, ‘Raider Plus’, ‘Winslow’ e ‘Ludmila’, verificou-se que a
ocorréncia de F. oxysporum f. sp. lactucae, R. solani e S. sclerotiorum foi de 32%, 22% e 3%,
respectivamente, no verdo, com temperaturas acima de 25 °C. No presente estudo, as
cultivares Mauren, BRS Leila, BRS Lélia e BRS Mediterranea sdo consideradas tolerantes ao
calor, adaptando-se as temperaturas de verdo acima de 30 °C. Essas quatro cultivares
apresentaram diferencas nas percentagens de plantulas sintomaticas, a temperatura de 26 °C.
Entretanto, a cultivar americana Mauren também apresentou sementes mortas, quando
inoculadas com o isolado RHI 23. A cultivar lisa Vitoria de Santo Antdo tem sido
tradicionalmente cultivada na regido Norte do Brasil. Essa regido é predominantemente de

clima equatorial, com temperatura no veréo chegando a 35 °C, mas com média da temperatura
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de 25 °C (CPTEC, 2019). Estes fatos sugerem que o fator temperatura tenha efeito na infecgédo

do RHI23 de R. solani nas cultivares testadas.

Em relacdo a infecgdo causada pelos isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae (FOLac
raca 1 - 206 e FOLac raca 1 - 240), ‘Mauren’ e ‘Vitoria de Santo Antdo’ apresentaram
percentuais variados de plantulas sintomaticas, a temperatura de incubagdo de 26 °C.
Contudo, estes dois isolados ndo foram responsaveis pelas maiores perdas no ensaio in vitro.
Perdas maiores com F. oxysporum f. sp. lactucae podem ser encontradas na literatura, como
as relatadas por Matheron et al. (2005), onde a incidéncia do patdgeno foi de 88% a
temperatura de 26 °C no estado do Arizona (EUA), resultando em perdas na producdo de
alface variavel, de 51% a 100%. Os resultados obtidos neste estudo corroboram os obtidos por
Gordon e Koike (2015), cuja incidéncia de F. oxysporum f. sp. lactucae foi menor em

temperaturas entre 23 °C e 25 °C.

Estudos conduzidos por Ferraz & Viana (2017) com a cultivar lisa Regina 2000,
mostraram ser esta cultivar altamente suscetivel ao F. oxysporum em comparacdo com a
cultivar mimosa Mimosa Roxa. E importante mencionar que a determinacio da raca de F.
oxysporum f. sp. lactucae é baseada na capacidade dos isolados induzirem (ou ndo) sintomas
em um conjunto de cultivares de alface diferenciais ou diferenciadoras. Contudo, tais ensaios
nem sempre podem responder a questionamentos sobre a existéncia de associagdo consistente
entre a suscetibilidade fenotipica relacionada & interacdo patdgeno x acultivar (Ogiso et al.,

2002; Fujinaga et al., 2003; Cabral et al., 2014).

Baptista et al. (2011) verificaram que a cultivar crespa ‘Vera’ foi mais suscetivel do que
a do tipo mimosa em um estudo de patogenicidade in vitro com Pythium spp. Esse fato foi
também observado por Pinto et al., (2005) com as cultivares Vera e Verbnica, ambas do tipo

crespa. Entretanto, neste estudo, as cultivares dos padrdes varietais americana ‘Mauren’ e lisa
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‘Vitéria de Santo Antao’ foram as mais afetadas. Na literatura, P. ultimum ja foi reportado
causando danos econdmicos consideraveis em areas de olericultura, plantas ornamentais e
arboricultura (Thomson & Burns, 1989; Harris & Nelson, 1999; Appiah et al. 2005).
Kageyama & Nelson (2002) constataram, em um ensaio para controle bioldgico, dificuldades
em controlar a infecgdo por P. utlimum, ao verificar que a germinacdo dos esporangios era
estimulada por uma preferéncia de exsudatos de sementes de diversas hortalicas, dentre elas a
alface. No presente trabalho, observaram-se falhas na germinacdo em 100% das sementes da
cultivar Vitdria de Santo Antéo e 80% das sementes da cultivar Mauren. Ja nas cultivares do
tipo varietal crespa ndo ocorreram falhas de germinacao.

Teste de patogenicidade em sementes in vitro também podem ter aplicacbes para
triagens rapidas, ou prospeccdo de materiais resistentes em bancos de germoplasmas.
Diversos autores relataram sucesso na identificacdo de germoplasmas resistente a Rhizoctonia
em culturas como beterraba (Bugbee & Campbell, 1990), batata (Leach & Webb, 1993),
algoddo (Wang & Davis, 1997) e diversas oleaginosas (Yang & Verma, 1992), empregando

este método.

As perdas na producdo de alface devido aos patégenos de solo estudados podem ser
significativas e até devastadoras, mesmo na alfacicultura convencional, especialmente no caso
de fungos que produzem estruturas de resisténcia, a exemplo de S. rolfsii, R. solani e S.
sclerotiorum, uma vez que tais estruturas podem ser inacessiveis aos produtos quimicos (Reis
et al., 2007; Lopes et al., 2010). No caso de P. ultimum, nota-se uma propensao do patdégeno
para resisténcia a fungicidas (Alvarez et al., 2012; Lookabaugh et al., 2015). Portanto, ha
necessidade de se desenvolver estratégias de manejo das doencas ndo dependentes do uso de
fungicidas quimicos. A esse respeito, o desenvolvimento e uso de agentes de biocontrole
contra os fungos de solo vem sendo incentivado com foco, tanto na alfacicultura convencional

como no sistema de producéo organica.
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Entender o processo de reconhecimento do patdgeno pelo hospedeiro é muito
importante, pois permite que varias rotas de defesa sejam ativadas para conter o progresso da
infeccdo. Acredita-se que a interacdo entre o gene R e o Avr desencadeie a expressao de uma
série de genes ligados a resisténcia da planta contra o patdégeno. Quando isso ndo ocorre, a
planta ndo € capaz de ativar seus mecanismos de defesa de forma eficiente, resultando no
estabelecimento da doenca (Briggs & Ojal, 1994; Wit, 1997; Wit & Joosten, 1999).

O ndmero de cultivares resistente/tolerantes disponiveis no mercado para o produtor é
muito pequeno, mesmo devido a sua importancia, aliado ao fato de que a alface € hospedeira
de varios patogenos destrutivos. Os resultados obtidos neste trabalho in vitro podem
contribuir para futuros estudos mais aprofundados envolvendo ensaios de casa de vegetacdo,
campos de producdo ou campos infestados, para o estudo da resisténcia destes patdgenos e
cultivares aqui envolvidos.

Conforme salientado por Brieger & Gurgel (1942) em trabalhos de melhoramento e
manutencdo das qualidades de hortalicas, € necessario que as melhores plantas, ou as que
mais correspondem ao tipo desejado, sejam mantidas como produtoras de sementes. A
preferéncia do consumidor brasileiro pelo tipo varietal crespa é determinante na escolha da
variedade. Este estudo demonstrou que, considerando o potencial germinativo por diferentes
métodos e a patogenicidade avaliada, as trés representantes deste tipo varietal, ‘BRS Lélia’,

‘BRS Leila’ e ‘BRS Mediterranea’, sdo boas representantes desse tipo varietal.

2.5. CONCLUSOES

v" Os testes de germinacdo, com o uso dos métodos utilizados neste trabalho,
atestaram o elevado poder germinativo das sementes de alface utilizadas, apesar
dos percentuais médios com papel Germitest.

v Todos os fungos foram patogénicos a cultura da alface.
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v Os isolados de S. rolfsii foram responsaveis pela ndo germinagdo das sementes
de todas as cultivares.
v' A germinacdo das sementes da cultivar BRS Leila foi menos afetada pela

presenca dos fitopatdgenos estudados, a excecédo de S. rolfsii.
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CAPITULO 3

Avaliacao de Trichoderma spp. guanto
ao potencial de biocontrole de fungos
habitantes de solo patogénicos a alface
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RESUMO

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial antagénico de fungos
do género Trichoderma, mantidos em colecdo de culturas, contra os fungos
fitopatogénicos S. sclerotiorum, S. rolfsii, F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1, R. solani e
P. ultimum. Os isolados do agente de biocontrole utilizados foram: isolados CENO1 (T.
harzianum), CEN507 (T. virens), CEN512 (T. asperellum), CEN1433 (T. asperelloides),
CEN1441 (Trichoderma sp.) e CEN1452 (T. koningiopsis). Também se avaliou a
capacidade dos isolados de Trichoderma em suprimir a doenca causada por S. rolfsii em
plantas de alface, em casa de vegetacdo. Nos ensaios in vitro, foi utilizada a técnica de
pareamento de culturas. Os ensaios de casa de vegetacdo foram conduzidos com a
cultivar BRS Leila. A maioria dos isolados de Trichoderma testados foram superiores em
crescimento micelial no pareamento com os fitopatdgenos. O menor valor médio de
crescimento micelial (2,2 cm) foi observado com S. sclerotiorum (isolado CEN1530), no
confronto com T. asperellum. Entretanto, R. solani e P. ultimum atingiram 4,7 e 4,8 cm
de crescimento micelial contra os antagonistas T. virens e T. koningiopsis,
respectivamente. Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae também demonstraram
baixas médias de crescimento micelial nos confrontos, apenas 3,03 e 2,71 cm. A média
da inibicdo micelial entre antagonistas e fitopatogenos foram entre 51 — 69%. O destaque
foi T. asperellum, o antagonista responsavel pelos maiores percentuais de inibicdo contra
todos os fitopatdgenos avaliados. Os isolados de Trichoderma demonstraram potencial de
inibicdo micelial acima de 50% contra todos os fitopatdgenos, com excecdo de T. virens
(47%) e T. harzianum (49%) contra R. solani, e T. harzianum (43%) e T. koningiopsis
(45%) contra P. ultimum. Os resultados preliminares obtidos em casa de vegetacdo no
tratamento de mudas de alface com 10, 15, 20 e 25 mL da suspensdo de esporos de T.
asperelloides e T. koningiopsis no substrato infestado com S. rolfsii (CEN1531), ndo
mostraram evidéncia de que alguma combinacdo, antagonista + dose crescente, seja de
alguma forma eficaz para o controle da doenga nas condig¢Oes testadas. Todavia, nos
tratamentos com doses de 20 e 25 mL de T. asperelloides contribuiram para a
sobrevivéncia de 50% das mudas ao final de 10 dias de experimentacao.

Palavras-chave: interacdo antagonica, pareamento de culturas, supressdo de doenca.
ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antagonistic potential of Trichoderma
fungi, kept in a culture collection, against phytopathogenic fungi S. sclerotiorum, S.
rolfsii, F. oxysporum f. sp. lactucae race 1, R. solani and P. ultimum. The isolates of the
biocontrol agent were: CENO1 (T. harzianum), CEN507 (T. virens), CEN512 (T.
asperellum), CEN1433 (T. asperelloides), CEN1441 (Trichoderma sp.) and CEN1452 (T.
koningiopsis). The ability of Trichoderma isolates to suppress S. rolfsii disease in lettuce
plants in a greenhouse was also evaluated. In in vitro assays, the dual culture technique
was used. The greenhouse trials were conducted with the cultivar BRS Leila. Most
Trichoderma isolates tested were superior in mycelial growth in pairing with
phytopathogens. The lowest average value of mycelial growth (2.2 cm) was observed
with S. sclerotiorum (CEN1530 isolate) in comparison with T. asperellum. However, R.
solani and P. ultimum reached 4.7 and 4.8 cm of mycelial growth against T. virens and T.
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koningiopsis antagonists, respectively. The isolates of F. oxysporum f. sp. lactucae also
showed low average mycelial growth in the confrontation, only 3.03 and 2.71 cm. The
average mycelial inhibition between antagonists and phytopathogens was between 51 -
69%. The highlight was T. asperellum, the antagonist responsible for the highest
inhibition percentages against all phytopathogens evaluated. Trichoderma isolates
showed myecelial inhibition potential above 50% against all phytopathogens except T.
virens (47%) and T. harzianum (49%) against R. solani, and T. harzianum (43%) and T.
koningiopsis (45%) against P. ultimum. Preliminary results obtained in a greenhouse in
the treatment of lettuce seedlings with 10, 15, 20 and 25 mL of T. asperelloides and T.
koningiopsis spore suspension in the S. rolfsii (CEN1531) infested substrate, showed no
evidence of that some combination, antagonist + increasing dose, is in any way effective
for disease control under the conditions tested. However, treatments with doses of 20 and
25 mL of T. asperelloides contributed to the survival of 50% of the seedlings after 10
days of experimentation.

Key words: antagonistic interaction, dual culture, disease suppression.
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3.1. INTRODUCAO

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo ocasionam perdas consideraveis na
agricultura, em todo o mundo (Katan, 2017; Bastakoti et al., 2017). No Brasil, a cultura
da alface também é afetada. As estratégias de controle das doencas causadas por esses
fungos sdo limitadas, devido a amplitude de hospedeiro da maioria desses patdgenos e a
alta taxa de sobrevivéncia a condi¢Ges ambientais variadas, por meio das suas estruturas
de sobrevivéncia (esclerdcios, clamiddsporos e o6sporos). Ainda, repetidas aplicacdes de
fungicidas podem favorecer populacbes de microrganismos resistentes, ou daqueles
capazes de rapidamente degradarem xenobidticos no solo, reduzindo a eficiéncia de tais
produtos. Outro aspecto importante a ser considerado é que a alface é consumida fresca e
seu ciclo curto, de 30-40 dias apés o transplantio das mudas, aumenta a possibilidade de
contaminacédo, com residuos de agroquimicos, pelo produto levado a mesa do consumidor
(Pinto et al., 2014).

Fungos antagonistas tém sido usados para controlar doencas de plantas, sendo que
90% das aplicacBes desses agentes sdo realizadas com isolados de diferentes espécies de
Trichoderma (Kumar et al., 2017). Os mecanismos pelos quais Trichoderma spp. atuam
diretamente contra fungos fitopatogénicos sdo, por exemplo, antibiose, micoparasitismo e
competicdo; indiretamente, esses agentes de biocontrole atuam por estimulacdo do
crescimento de plantas e inducdo de resisténcia de plantas a doencas. Tais mecanismos
estdo amplamente descritos na literatura (Benitez et al., 2004; Harman, 2011).

Trichoderma € a designacdo de um género (informal) de fungos anamorfos, cujos
teleomorfos associados séo classificados taxonomicamente como pertencentes ao género
Hypocrea, no filo Ascomycota. Estes fungos estdo presentes nos diversos tipos de solos,

sendo capazes de estabelecer relacdes benéficas com as plantas (Nieto-Jacobo et al.,
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2017) e, por isso, vem ganhando importancia na agricultura, especialmente como agentes
de controle bioldgico.

Embora fungos do género Trichoderma sejam também usados contra patégenos
foliares, os casos de sucesso mais frequentemente apontados na literatura estdo
relacionados ao uso desses antagonistas contra fungos fitopatogénicos de solo (Srivastava
et al., 2015), entre os quais, varios patogenos de alface, a exemplo de Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae Matuo & Motohashi, Rhizoctonia solani Kuhn, Sclerotium
rolfsii Sacc, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e Pythium utlimum (Trow). Esses
fungos fitopatogénicos causam doencas caracterizadas como damping-off, murchas
vasculares, podriddes de raizes, queima da saia e mofo-branco da alface (Bedendo, 1995;
2018).

A prospeccdo de antagonistas conduzida in vitro, embora ndo ofereca resultados
conclusivos para selecdo de agentes de biocontrole, serve para indicacdo de isolados com
potencial no desenvolvimento de formulacdes de biofungicidas, ou de fontes de genes
(Auler et al., 2013), para transformacdo e selecdo de linhagens transgénicas com
fendtipos valiosos. Pareamento de culturas é uma técnica de confronto direto, eficaz e
rapida para reconhecimento de antagonistas in vitro, por isso, é amplamente utilizada em
prospec¢do de microrganismos potenciais agentes de controle bioldgico. Esta técnica foi
introduzida por Weindling (1932, 1934), que foi o primeiro a relatar o parasitismo
exercido por Trichoderma spp. contra um fitopatégeno.

Portanto, o objetivo deste estudo foi testar isolados de Trichoderma quanto a
capacidade de inibir o crescimento micelial dos fungos S. sclerotiorum, S.rolfsii, F.
oxysporum f. sp. lactucae, R. solani e P. ultimum, patogénicos a alface, por meio do

pareamento de culturas.
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Isolados que apresentaram potencial na inibicdo do crescimento micelial de S.
rolfsii foram também submetidos a testes in vivo, para avaliacdo quanto a habilidade em

suprimir a podriddo de raizes causada por esse fungo em mudas de alface.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Local de realizagdo dos ensaios
Os ensaios in vitro e em casa de vegetagdo foram conduzidos Embrapa Recursos

Geneéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia — DF.

3.2.2. Isolados de Trichoderma utilizados

Seis isolados de Trichoderma representantes de diferentes espécies (Tabela 6) foram
estudados quanto a sua diversidade no potencial de inibicdo micelial contra fitopatdgenos de
solo como: F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1, P. utimum, R. solani, S. sclerotiorum e S.
rolfsii, in vitro. Cinco dos seis isolados de Trichoderma foram previamente identificados em
nivel de espécie (dados ndo puplicados), por outros membros da equipe do Laboratério de

Fitopatologia do Prédio de Controle Bioldgico — PCB.

Tabela 6. Origem dos isolados de Trichoderma com origem, hospedeira/substrato e ano de
isolamento.

Espécie/lsolado Municipio de Hospedeiro/ Ano de isolamento
origem Substrato
T. harzianum (CENO1) IIhéus (BA) M. perniciosa 1997
T. virens (CEN507) Petrolina (PE) Goiabeiras/Solo 2007
T. asperellum (CEN512) Petrolina (PE) Goiabeiras/Solo 2007
T. asperelloides (CEN1433)*  Brasilia (DF) Berinjela/Solo 2013
Trichoderma sp. (CEN1441) Brasilia (DF) Rubiéceas/Solo 2013
T. koningiopsis (CEN1452)* Brasilia (DF) Rubiéceas/Solo 2013

* Testados contra S. rolfsii (CEN1531) em condigdes de casa de vegetacéo.
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Os isolados destas espécies de Trichoderma trabalhados foram escolhidos porque
existem diversos relatos na literatura, citando-as como agentes de biocontrole de
fitopatdgenos em trabalhos de varias partes do mundo. J& os fungos fitopatogénicos foram
escolhidos dentre os géneros considerados polifagos (S. sclerotiorum, S. rolfsii e R. solani) e
duas espécies comumente relatadas como sendo especificas para a cultura da alface (F.
oxysporum f. sp. lactucae e P. ultimum), capazes de danos expressiveis na cultura. Patégenos
e antagonistas estdo depositados na Colecéo de Microrganismos para o Controle Bioldgico de
Fitopatdgenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia —

DF.

3.2.3. Testes de pareamento de culturas

Os isolados foram reativados em placas de Petri utilizando o meio BDA (Merk
KGaA®). Ap6s esse procedimento as culturas foram acondicionadas em estufa incubadora
BOD (Nova Técnica®) a 26 °C com fotoperiodo de 12 horas, por 10 dias.

O potencial antagdnico dos seis isolados contra os fungos fitopatogénicos foi estudado
utilizando o método de pareamento de culturas conforme descrito por Dennis & Webster
(1971b). Discos de micélio de cinco milimetro de diametro foram retirados da regido de
crescimento de coldnias crescidas em BDA (Merk KGaA®), desenvolvidas nas condicdes
descritas no capitulo anterior. Os discos contendo patdgeno e antagonistas foram depositados
opostamente na superficie do meio (BDA) e as placas foram mantidas em estufa incubadora
BOD (Nova Técnica®) nas mesmas condicdes descritas acima. Apoés 10 dias de cultivo,
tomaram-se as medidas do didmetro das colbnias, com o auxilio de paquimetro digital
(Digimex®). O tratamento testemunha consistiu de placas sem o disco de micélio do

antagonista.
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A partir dos dados do didmetro das coldnias (cm) obtidos nas leituras apos 10 dias de
cultivo, calcularam-se os valores médios de percentagem de inibicdo (%) do crescimento
micelial, conforme Menten et al. (1976), utilizando a férmula: % inibicdo = [(ctest — ctrat)
/ctest] x 100, em que ctest = crescimento da testemunha; e ctrat = crescimento do tratamento.
Contudo, neste trabalho serdo considerados os isolados de Trichoderma eficientes, somente

aqueles gue inibirem acima de 50% os fitopatogenos testados no pareamento de culturas.

3.2.4. Avaliacdo de Trichoderma spp. na supressao da podridao de raizes de alface em
casa de vegetacao

Os isolados T. asperelloides e T. koningiopsis foram escolhidos devido aos seus
desempenhos nos confrontos diretos contra ambos isolados de S. rolfsii e também por se
tratarem de isolados que ainda ndo foram estudados no biocontrole de fitopatdgenos, pelo
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF.
O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo (temperatura variando entre 20 °C e 40 °C,
umidade entre 70% e 80 %), com os isolados T. asperelloides - CEN1433 e T. koningiopsis -
CEN1452, contra o isolado S. rolfsii - CEN1531. Os isolados do antagonista foram cultivados
em placas de Petri, contendo o meio BDA (Merk KGaA®), nas condicbes supracitadas. As
suspensdes de esporos foram preparadas por raspagem e lavagem da superficie do meio
colonizado, em &gua destilada e a concentracdo de inéculo, ajustada para 1,5 x 10’
conidios/mL (Adaptado de Bettiol et al., 2013). Ja o isolado do patdgeno (S. rolfsii -
CEN1531) foi multiplicado em arroz parboilizado, como descrito a seguir: para 100 g de
grdos de arroz, depositados em sacos de polietileno com 500 g de capacidade, foram
adicionados 60 mL de agua destilada. O material foi autoclavado (120° C/20 minutos) e, apds
resfriamento, recebeu 10 discos de micélio do patogeno, obtidos de coldnias crescidas a 26 °C

durante sete dias (Falcdo et al., 2005).
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A cultivar BRS Leila foi escolhida por demonstrar os melhores desempenhos no
capitulo anterior. Sementes desta cultivar foram desinfestadas como descrito no Capitulo 2 e
semeadas em células de sementeira de isopor, em casa de vegetacdo. Aos 30 dias de idade, as
mudas foram retiradas da sementeira e tiveram as raizes nuas submersas na suspensao de
esporos de Trichoderma, sendo a seguir, transplantadas para vasos de 1 L de capacidade,
contendo solo. Apds o transplante, o indculo do patdgeno foi depositado junto ao colo das
mudas, a base de 1 g de grdo de arroz colonizado por S. rolfsii. Logo ap0s este procedimento,
as suspensdes dos antagonistas de cada tratamento (10 mL, 15 mL, 20 mL e 25 mL) foram
utilizadas para regar o solo. Os tratamentos foram: controle — Testemunha absoluta (agua
destilada); (T1) T. asperelloides — CEN1433-10mL; (T2) T.koningiopsis — CEN1452-10mL,;
(T3) S. rolfsii — CEN1531; (T4) T. koningiopsis - CEN1452-10mL + S. rolfsii — CEN1531;
(T5) T. koningiopsis - CEN1452-15mL + S. rolfsii — CEN1531; (T6) T. koningiopsis -
CEN1452-20mL + S. rolfsii — CEN1531; (T7) T. koningiopsis - CEN1452-25mL + S. rolfsii —
CEN1531; (T8) T. asperelloides - CEN1433-10mL + S. rolfsii — CEN1531; (T9) T.
asperelloides - CEN1433-15mL + S. rolfsii — CEN1531; (T10) T. asperelloides - CEN1433-
20mL + S. rolfsii — CEN1531; (T11) T. asperelloides - CEN1433-25mL + S. rolfsii —
CEN1531.

Este experimento foi montado a fim de observar a capacidade dos antagonistas em
controlar a doenca em casa de vegetacdo, com a aplicacdo de quatro doses diferentes no
substrato recém-infestado pelo fitopatogeno escolhido. A avaliacdo foi feita apds 10 dias da
instalagdo do experimento, considerando a sobrevivéncia das plantas de alface tratadas com as

diferentes doses da suspenséo dos isolados antagonistas.

3.2.5. Delineamento experimental e analise dos dados
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Para o pareamento de culturas, o delineamento experimental foi inteiramente
casualisado (D.1.C), composto por 48 tratamentos e trés repeticbes, em esquema fatorial 6 x 8
(seis isolados de Trichoderma e oito isolados dos patogenos). O experimento foi conduzido
quatro vezes. Os dados para a analise do crescimento micelial dos fitopatdgenos foram
analisados pelo modelo nédo-paramétrico Scheirer-Ray-Hare, seguido do pds-teste de
comparacdo Dunn com ajuste dos p-valores pelo método Benjamini-Hochberg. Nas anélises
do célculo da inibicdo micelial dos patdégenos por Trichoderma spp., elegeu-se 0 modelo de
Regressdo Beta e as comparacdes multiplas com ajuste de p-valor pelo teste Tukey no
Software R (Burnham & Anderson, 2002).

Devido a quantidade de mudas de alface disponiveis, nos ensaios de casa de vegetacao,
adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado (D.l.C), composto por nove
tratamentos, com seis repeti¢des, em esquema fatorial 2 x 4 (duas espécies de Trichoderma e
quatro doses das suspensdes de conidios dos antagonistas). Para a analise estatistica neste
ensaio, utilizou-se 0 modelo GLM de familia binomial, popularmente conhecido por modelo

de regressdo logistica, no Software R (Burnham & Anderson, 2002).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Teste de pareamento de culturas

. Os isolados de Trichoderma testados colonizaram rapidamente 0 meio e a maioria
foram superiores em crescimento micelial no pareamento com os fitopatdgenos. O menor
valor medio de crescimento micelial (2,2 cm) foi observado com S. sclerotiorum (isolado
CEN1530), no confronto com T. asperellum. Entretanto, R. solani e P. ultimum atingiram
4,7 e 4,8 cm de crescimento micelial, em confronto com os antagonistas T. virens e T.

koningiopsis, respectivamente. Os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae também
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apresentaram baixos valores médios de crescimento micelial nos confrontos, de 3,03 e
2,71 cm, respectivamente (Tabela 7).

O crescimento micelial de S. sclerotiorum - CEN1147, S. rolfsii - CEN216 e R. solani -
RHI23 ndo mostrou variagdo com relacao as diferentes espécies de Trichoderma testadas. Os
valores medios das medidas do diametro de coldnias desses patogenos foram de 3,95; 3,66 e
4,31 cm, respectivamente. Na maioria dos tratamentos, observou-se interacdo de efeito
patdgeno versus isolado/espécie de Trichoderma, como observado na Tabela 7.

Os menores valores médios de crescimento micelial (2,2 cm), como foram verificados
com S. sclerotiorum - CEN1530, no confronto com T. asperellum. Este tratamento diferiu
significativamente do observado nos confrontos do mesmo patdégeno com Trichoderma sp. e
T. harzianum. Outros patdgenos também bastante afetados pelo isolado de T. asperellum
foram F. oxysporum f. sp. lactucae FOLac raca 1- 206 e 240 (2,5 e 2,3 cm), respectivamente;
S. rolfsii - CEN1531 (2,6 cm) e P. ultimum - PYT555 (2,4 cm). O patégeno R. solani foi o
menos afetado no confronto com os isolados de Trichoderma testados, com valores médios do
crescimento micelial variando entre 4,0 e 4,7 cm. A maior variacdo dos valores médios frente
aos isolados de Trichoderma,foi observada com P. ultimum, cuja inibicdo do crescimento
micelial foi maior com o isolado T. asperellum e menor com T. harzianum.

Estes resultados baseados na comparacgdo entre os p-valores contrastando espécie com
espécie, demonstram variagdo do desempenho dos isolados de Trichoderma spp. em relagédo
aos diferentes isolados dos fungos fitopatogénicos. Cabe destacar que, de acordo com a
Tabela 7, isolados da mesma especie (S. sclerotiorum CEN1147 e CEN1530; S. rolfsii
CEN216 e CEN1531; F. oxysporum f. sp. lactucae FOLac raca 1 - 206 e FOLac raga 1 - 240)
foram diferentemente afetados pelos agentes de biocontrole, o que caracteriza a

intraespecificidade.
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Tabela 7. Crescimento micelial (cm) dos fitopatogenos Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e Pythium
ultimum em confronto direto com Trichoderma spp., utilizando o método de pareamento de culturas, apos 10 dias de cultivo.

Patégeno(cm)™®

Isolados de Trichoderma S. sclerotiorum  S. sclerotiorum S. rolfsii S. rolfsii F. oxysporum f. F. oxysporum f. R.solani  P. ultimum

(CEN1147) (CEN1530) (CEN216) (CEN1531) sp.lactucaeracal sp.lactucaeracal (RHI23) (PYT555)

(FOLac - 206) (FOLac - 240)

T. harzianum (CENO1) 3.5+1.00a 4.2+0.55ab 3.9+1.05a  3.6+0.8lab 3.2+0.42ab 2.6£0.40ab 45+0.23a 5.1+0.94ab
T. virens (CEN507) 3.9+0.68a 3.24+0.90acd 3.240.64a  2.8+1.34ab 3.1+0.14ab 2.7+0.20ab 4.7+0.26a 3.8+1.74ac
T. asperellum (CEN512) 4.1+0.66a 2.2+1.10c 3.5+0.48a 2.6+£0.53a 2.5+0.54ab 2.3+0.25a 4.2+0.64a 2.4+2.07c
T. asperelloides (CEN1433) 3.7+1.21a 3.1+0.60cd 3.9+0.63a  3.2+0.62ab 3.2+0.51ab 2.6+0.33ab 4.4+0.27a 4.0+1.26abc
Trichoderma sp. (CEN1441) 4.1+0.69a 4.4+0.38b 4.0+0.32a  3.840.67b 3.7£1.19a 3.7£1.39%b 4.0+0.20a 3.9+0.75abc
T. koningiopsis (CEN1452) 4.4+0.52a 3.8+0.41ahd 3.5+0.41a  2.8+0.66ab 2.5+0.26b 2.4+0.37a 4.1+0.18a  4.8+0.50b
Testemunha 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0
Média geral 3,95 3,48 3,66 3,13 3,03 2,71 4,31 4,0

W Médias seguidas de mesma letra mintsculas entre colunas n&o diferem entre si pelo teste Dunn.
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Os isolados do mesmo patégeno foram analisados formando grupos, a fim de se
conhecer o potencial dos dois isolados agrupados. Ao considerar trés grupos (por espécie de
patdgeno), ao invés de seis, CEN1147 e CEN1530 formam o grupo S. sclerotorium; CEN216
e CEN1531 formam o grupo S. rolfsii e FOLac raca 1 - 206 e FOLac raga 1 - 240 formam o
grupo F. oxysporum f. sp. lactucae (Tabela 8). Pela analise dos dados de crescimento micelial
nos agrupamentos, destacam-se as diferencgas por espécies de patdgeno e isolado dos agentes
de biocontrole, como foi comentado anteriormente. Nesta analise (Tabela 8) fica evidenciada
a variacdo do efeito de isolados/espécies de Trichoderma frente as espécies dos fungos
fitopatogénicos. Claramente, o patdgeno mais afetado nos confrontos com Trichoderma spp.,
foi F. oxysporum f. sp. lactucae. Em contrapartida, o isolado do antagonista que menos afetou

o crescimento micelial dos patdgenos, foi Trichoderma sp. (CEN1441).

Tabela 8. Crescimento micelial (cm) por espécie de fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii e Fusarium oxysporum, obtido no pareamento com Trichoderma apds 10
dias de cultivo.

Grupo/Patogeno (cm)

Trichoderma spp. S. sclerotiorum S. rolfsii F. oxysporum
T. harzianum (CENO1) 3,88+0,85ab 3,78+0,92ab 2,92+0,49b
T. virens (CEN507) 3,58+0,87ab 3,05+1,04c 2,95+0,29b
T. asperellum; (CEN512) 3,19+1,32b 3,08+0,70c 2,47+0,42b
T. asperelloides (CEN1433) 3,42+0,98b 3,62+0,71abc 2,91+0,51b
Trichoderma sp. (CEN1441) 4,27+0,56a 3,92+0,52a 3,74+1,26a
T. koningiopsis (CEN1452) 4,12+0,53a 3,17+0,66bc 2,48+0,31b
Testemunha 9,0 9,0 9,0

Média 3,74 3,43 2,91

WMédias seguidas pelas mesmas letras minGsculas nas colunas ndo diferem entre si
estatisticamente pelo teste Dunn.

91



As médias da inibicdo micelial entre antagonistas e fitopatégenos foram entre 51 -
69%. O destaque foi T. asperellum, o antagonista responsavel pelos maiores percentuais
de inibicdo contra todos os fitopatdogenos avaliados. Os isolados de Trichoderma
mostraram potencial de inibicdo micelial acima de 50% contra todos os fitopatdgenos, a
excecdo de T. virens (47%) e T. harzianum (49%) contra R. solani, e T. harzianum (43%)
e T. koningiopsis (45%), contra P. ultimum (Tabela 9).

Os resultados obtidos na avaliagdo da inibicdo de crescimento micelial de S.
sclerotiorum - CEN1147 e CEN1530, S. rolfsii - CEN216 e CEN1531, F. oxysporum f. sp.
lactucae FOLac-raca 1-206 e 240, R. solani - RHI23 e P. ultimum - PYT555, ao final de 10
dias de incubacdo, encontram-se na Tabela 9. Considerando as distintas espécies de
Trichoderma, estas ndo diferiram significativamente na inibicdo do crescimento micelial de S.
sclerotiorum - CEN1147, S. rolfsii - CEN216 e CEN1531 e P. ultimum - PYT555, estes com
médias de percentagens inibitérias de 55, 58, 64,5 e 52%, respectivamente. Nos confrontos
com S. sclerotiorum, o antagonista T. asperellum apresentou maior inibicdo do crescimento
micelial (76%). Este antagonista foi responsavel pelos maiores valores dos percentuais de
inibicdo nos confrontos com F. oxysporum f. sp. lactucae isolados FOLac raca 1 - 206 e
FOLac raca 1 - 240 (71 e 73%), juntamente com o isolado T. koningiopsis (71 e 73%),
respectivamente. Nos ensaios com R. solani — RHI23, o antagonista Trichoderma sp. foi o

responsavel pelo maior valor de inibicdo de crescimento micelial do patdégeno (54%).
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Tabela 9. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e Pythium ultimum

por espécies Trichoderma ao final de 10 dias de cultivo.

Inibicdo micelial dos patdgenos(%6)™®

Isolados de Trichoderma S. sclerotiorum  S. sclerotiorum  S. rolfsii S. rolfsii F. oxysporum f. F. oxysporum f. R. solani P. ultimum
(CEN1147) (CEN1530) (CEN216) (CEN1531) sp.lactucaeracal sp.lactucaeracal (RHI23) (PYT555)
(FOLac - 206) (FOLac - 240)
T. harzianum (CENO01) 60+0.11a 53+0.06d 56+0.11a  59+0.09a 64+0.04bc 70+0.04a 49+0.02bc 43+0.10a
T. virens (CEN507) 55+0.07a 64+0.10bc 63+0.07a  69+0.14a 64+0.01bc 69+0.02a 47+0.02c 57+0.19a
T. asperellum (CEN512) 53+0.07a 76+0.12a 60+0.05a  70+0.05a 71+0.06ab 7340.02a 53+0.07ab 56+0.10a
T. asperelloides (CEN1433) 58+0.13a 65+0.06b 55+0.07a  63+0.06a 64+0.05bc 70+0.03a 504£0.03abc ~ 55+0.14a
Trichoderma sp. (CEN1441) 53+0.77a 51+0.04d 54+0.03a 57+0.07a 58+0.13c 59+0.15b 54+0.02a 56+0.08a
T. koningiopsis (CEN1452) 51+0.05a 57+0.04cd 60+0.04a  69+0.07a 71+0.02a 73+0.04a 53+0.02ab 45+0.05a
Média geral 55 61 58 64,5 65,3 69 51 52

WMédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste Tukey 5%.
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Além da reducdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos, a Figura 2 mostra a
colonizacdo de Trichoderma spp. em meio BDA, em confronto com os fitopatdgenos, onde se
pode destacar que alguns isolados/espécies de Trichoderma apresentaram padrfes de
crescimento variado quanto ao aspecto das coldnias. Por exemplo, anéis de esporulacdo foram
mais marcantes quando em confronto com F. oxysporum f. sp. lactucae, ambos os isolados
(FOLac raca 1 — 206 e FOLac raca 1 — 240), na presenca de T. harzianum (CENO1). Em
confronto com P. ultimum — PYT555, os anéis de conidiacdo foram menos evidentes,
verificando-se a sobreposicao do antagonista sobre o fitopatégeno. Anéis de conidiacdo foram
também pronunciados nas colbnias T. harzianum em confronto com S. sclerotiorum —
CEN1530. Neste caso, 0 agente de biocontrole colonizou mais da metade da placa. Ja com o
isolado CEN1147 de S. sclerotiorum, o fungo T. harzianum colonizou metade da placa,
havendo sobreposicao das col6nias. O isolado da espécie T. harzianum também mostrou ser
forte competidor frente a S. rolfsii (ambos os isolados) e anéis de conidiacdo foram formados.
O patogeno R. solani — RHI23 colonizou mais da metade da placa, porém, sem sobrepor a
col6nia do antagonista.

O antagonista T. virens (CEN507) ndo apresentou as mesmas caracteristicas do
antagonista anterior, com relacdo ao padrdo de crescimento e formacdo de anéis de
conidiacdo. Todavia, foi um forte competidor, sobrepondo os isolados S. sclerotiorum —
CEN1530 e P. ultimum — PYT555. Entretanto, o isolado R. solani — RHI23 colonizou metade
da placa na presenca deste antagonista. O antagonista T. asperellum (CEN512) apresentou
esporulacdo com aspecto flocoso e formacgéo de anéis de conidiagdo marcantes em todos 0s
confrontos. Apenas os isolados S. sclerotiorum — CEN1147 e R. solani — RHI23 foram
capazes de colonizar boa parte do meio (Figura 2).

As colbnias de T. asperelloides (CEN1433) também apresentaram a esporulacdo com

aspecto flocoso, micélio aéreo em todos os confrontos e sobreposicdo das col6nias dos
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patogenos S. sclerotiorum — CEN1530 e P. ultimum — PYT555. Este antagonista foi capaz de
inibir o crescimento micelial das colonias dos isolados de S. rolfsii (CEN216 e CEN1531) e
F. oxysporum f. sp. lactucae (FOLac raca 1 — 206 e FOLac raca 1 — 240), com formacao de
poucos esclerodios no disco de inoculacao (S. rolfsii). No pareamento com R. solani - RHI23
a competicdo foi maior, porém ao final de 10 dias de inoculacdo, T. asperelloides ja havia
iniciado seu crescimento sobre a colénia deste patogeno. O isolado Trichoderma sp.
(CEN1441) apresentou esporulacdo verde claro e foi competidor no meio, com excecao nos
pareamentos com S. rolfsii (CEN216 e CEN1531) e R. solani (RHI23); observou-se uma forte
descoloracdo do meio BDA, indicando a presenca de metabdlitos secretados pelo fungo. O
antagonista T. koningiopsis (CEN1452) apresentou esporulacdo verde escura e sobrepds quase

todos os fitopatdgenos, a excecdo dos isolados de S. rolfsii (Figura 2).

S. sclerotiorum S. sclerotiorum . rolfsii— S. rolfsii— . oxysporumf. sp. F. oxysporumf. sp. R. Solani - P. ultimum —
- CEN1147 - CENI1530 CEN216 CENI1531 lactucae ragal-  lactucae ragal - RHI23 PYT555
206 240

T. harzianum

T. virens

T. asperellum

T. asperelloides

T.richoderma sp.

T. koningiopsis |

Figura 2. Pareamento de culturas de Trichoderma spp. com fungos fitopatogénicos
(Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e

Pythium ultimum) em BDA.
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3.3.2. Supressdo da murcha-de-esclerocio (S. rolfsii) por T. asperelloides e T. koningiopsis
em casa de vegetacao

Apols 48 horas da aplicacdo das doses do antagonistas em cada tratamento e do
fitopatdgeno a0 mesmo tempo, as mudas infectadas ja apresentaram sintomas de murcha e
vasos escurecidos pela infeccdo do fungo. Nao houve controle inicial da doenga em casa de
vegetacdo, apds 10 dias da instalacdo deste experimento preliminar, fato comprovado pela ndo
deteccdo de diferenca significativa entre os tratamentos, nas analises dos dados obtidos
(Tabela 14). Observou-se que 100% das plantas sobreviveram nos tratamentos sem
inoculacdo do fitopatdgeno S. rolfsii, isolado CEN1531. Em relagdo a ocorréncia de plantas
doentes ou mortas ao final do experimento, apenas no tratamento com T. koningiopsis
(CEN1452), na dose de 15mL da suspensdo do antagonista mais o patégeno (CEN1531), a
mortalidade de plantas foi de 100%. Nas doses de 25 mL de T. koningiopsis, 10 mL de T.
asperelloides (CEN1433) e 15 mL de T. asperelloides mais o patdgeno, os indices de
mortalidade de plantas foram de 84%, ndo diferindo da testemunha s6 com o patdgeno (S.
rolfsii). Entretanto, nas doses de 20 e 25 mL de T. asperelloides mais o patdgeno,
verificaram-se 50% de plantas mortas e, consequentemente, 50% de plantas sobreviventes e

sadias aos tratamentos.
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Tabela 10. Sobrevivéncia de plantas de alface (cultivar BRS Leila) tratadas com 10, 15, 20 e

25 mL das suspensdes de Trichoderma asperelloides (CEN1433) e Trichoderma koningiopsis

(CEN1452) na concentracdo de 1,5 x 10’/ conidios por mL e incidéncia da murcha-de-

esclerocios nas plantas em substrato infestado com Sclerotium rolfsii isolado CEN1531, apds

10 dias de instalacdo do experimento.

Tratamento

Sobrevivéncia das

mudas (%6)

Incidéncia da
murcha de

esclerdcios (%)

Controle — Testemunha absoluta 100 0
T. asperelloides — CEN1433 - 10mL 100 0
T.koningiopsis — CEN1452 - 10mL 100 0
S. rolfsii — CEN1531 16 84
T.koningiopsis -10mL + S. rolfsii 33 67
T.koningiopsis - 16mL + S. rolfsii 0 100
T.koningiopsis - 20mL + S. rolfsii 33 67
T.koningiopsis - 25mL + S. rolfsii 16 84
T. asperelloides - 10mL + S. rolfsii 16 84
T. asperelloides - 15mL + S. rolfsii 16 84
T. asperelloides - 20mL + S. rolfsii 50 50
T. asperelloides - 25mL + S. rolfsii 50 50

3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Teste de pareamento de culturas

De acordo com Askew & Laing (1993), sdo necessarios métodos confidveis para

avaliacdo do potencial antagonico de agentes de biocontrole contra fitopatogenos. A técnica

de pareamento de culturas foi introduzida por Weidling (1934) e, apds uma série de

publicacGes de Dennis & Webster (1971a; b; c) sobre antagonismo in vitro, passou a ser

amplamente utilizada em screening de isolados de Trichoderma. O potencial de biocontrole
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deste fungo vem sendo bastante documentado na literatura ao longo dos anos (Weidling,
1932, 1934; Dennis & Webster, 1971b; Papavizas, 1985; Chet, 1987; Harman & Taylor,
1990; Melo & Azevedo, 2000; Mello et al., 2007; Harman, 2011). Este trabalho representa
mais uma contribuicdo as informacgdes existentes na literatura na utilizacdo da técnica de
pareamento de culturas. A maioria das especies de Trichoderma estudadas foram superiores
aos fitopatdgenos de solo em crescimento e inibicdo micelial, com valores medios de 2,71 a
4,31 cm e 51 a 69%, respectivamente.

As espécies T. asperellum e T. koningiopsis apresentaram os melhores resultados frente
aos fitopatogenos. Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram relatados por
Isaias et al. (2014) e Marques et al. (2016) utilizando esta mesma técnica com outros isolados
de Trichoderma da Colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Segundo esses
autores, a inibicdo do crescimento micelial de S. rolfsii e S. sclerotiorum ocorreu de forma
eficiente, com o uso das espécies T. asperellum, T. koningiopsis e T. harzianum, atingindo
respectivamente, valores de inibicdo de 25 — 75%, 25 — 50% e 25 — 100% contra S. rolfsii
(Isaias et al., 2014) e 52 — 63%, 54 — 77% e 36 - 69% (Marques et al., 2016). J& Matroudi et
al. (2009) obtiveram valores de 70 — 93% de inibicdo micelial de S. sclerotiorum no
pareamento de culturas com T. atroviride e T. harzianum. Lopes et al. (2012) também
utilizaram isolados de T. asperellum, alcan¢ando valores de inibi¢cdo de 50%, com este mesmo
patogeno. Sumida et al. (2018) também obteve excelentes resultados no pareamento de
culturas com dois isolados de T. asperelloides contra S. sclerotiorum, com valores de 75-
100% de inibicao crescimento micelial.

Outra espécie utilizada nos ensaios de pareamento de cultura foi T. virens. Essa espécie
ja foi relatada sendo efetiva contra S. sclerotiorum, P. ultimum e R. solani. (Huang et al.,
2000; Lumsden & Locke, 1989). Esta afirmacdo esta em conformidade ao demonstrado neste

trabalho com os patogenos S. rolfsii (63 e 69%), para os dois isolados respectivamente e para
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P. ultimum (57%). Entretanto, para o patdégeno R. solani, a espécie T. virens ndo foi tdo
efetiva na inibicdo do crescimento micelial (47%), sendo a espécie com o menor desempenho.
Ja com o isolado T. asperellum a inibicdo do crescimento micelial de R. solani foi de 53%.
Pinheiro et al. (2017) e Sousa et al. (2017) também demonstraram resultados inferiores a 50%
de inibicdo do crescimento micelial de R. solani, utilizando isolados de T. asperellum e outras
espécies deste agente de biocontrole.

Os resultados demonstrados neste trabalho, no pareamento dos isolados de Trichoderma
spp. com o patdgeno P. ultimum, variaram entre 43 — 57% de inibi¢do. A varia¢do nos valores
de inibicdo do crescimento micelial de P. ultimum foi também verificada por Kerkeni et al.
(2007), entre 33 — 66%, em pareamento com T. viride. Segundo Harman et al. (2004), esta
variacdo no antagonismo de fungos do género Trichoderma, acontece pela sua capacidade de
sobrevivéncia e proliferacdo, que envolve diferentes mecanismos de acdo contra seus
competidores.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados neste estudo, foram superiores em
crescimento e inibicdo micelial no pareamento com o patdgeno S. rolfsii. Este fenbmeno
ocorre devido as espécies deste género serem fortes colonizadoras em seus habitats, seja pela
utilizacdo eficiente do substrato, como também pela capacidade de secre¢do de metabdlitos
(Schuster & Schmoll, 2010), porém, estes resultados podem variar. De acordo com Auler et
al. (2013), isolados de Trichoderma testados contra S. rolfsii demonstraram potencial de
inibicdo inferior a 66% no pareamento de culturas, enquanto Pacheco et al. (2016) alcancaram
até 65% de inibicdo micelial de S. rolfsii, utilizando T. harzianum e T. asperellum.

Na realidade, os mecanismos empregados pelos agentes de biocontrole s&o muito
complexos e dependentes do tipo de agente de biocontrole, do patdgeno e ainda da planta
hospedeira envolvida na interacdo (Howell, 2003). Os patdgenos menos competitivos, no

presente estudo, foram os isolados de F. oxysporum f. sp. lactucae. As espécies T. asperellum,
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T. asperelloides e T. koningiopsis inibiram o crescimento micelial destes isolados em mais de
70%. Milanesi et al. (2013) observaram crescimento médio micelial de F. oxysporum em
torno de 3,5 — 4,8 cm no pareamento com isolados de T. koningiopsis e T. asperellum.
Hoffmann et al. (2015) relataram valores de 38 — 94% de inibicdo de Fusarium sp. utilizando
15 isolados de diferentes espécies de Trichoderma. Contudo, estudos com isolados de T.
harzianum visando ao controle de F. oxysporum, demonstraram inibicdo do crescimento
micelial de 77,99%, quando o antagonista foi introduzido dois dias antes do patdgeno e de
45,69%, quando patégeno e antagonista foram introduzidos ao mesmo tempo, em placas de
Petri (Nwankiti & Gwa, 2018). Resultados divergentes foram encontrados por Ferreira de Sa
et al. (2019), segundo estes autores, isolados de Fusarium sp. foram capazes de atingir valores
de crescimentos micelial de até 5,6 cm no pareamento com isolados de Trichoderma.

Pela técnica do pareamento de culturas, demonstra-se, portanto, a capacidade do fungo
antagonista em parasitar o fungo fitopatogénico, por meio da interacdo denominada
micoparasitismo (Mishra et al., 2004; Viterbo et al., 2002), a qual pode ser observada através
de exames da regido de confronto, utilizando microscopia Otica ou de varredura. O
micoparasitismo de Trichoderma spp. envolve a detec¢do, reconhecimento, adesdo ou
enrolamento em torno da hifa do patégeno e a lise, rompimento consequente da acdo das hifas
do antagonista sobre o fungo parasitado (Mukherjee, 2011). As colbnias dos antagonistas
envolvidos podem sofrer alguma alteracdo macro e microscopicas. Brito et al. (2010)
verificaram que as colonias de T. asperellum apresentaram anéis de conidiagcdo nos confrontos
com S. sclerotiorum. Montero-Barrientos et al. (2011) realizaram ensaios de pareamentos de
cultura com T. harzianum contra R. solani e P. ultimum e constataram uma sobreposic¢éo do
antagonista sobre o patdgeno P. ultimum e a formacéo de anéis de conidiagdo no pareamento

com R. solani.
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Os percentuais de inibicdo do crescimento micelial dos patdgenos através do
pareamento de culturas com isolados de Trichoderma spp. foram satisfatérios porque os
antagonistas deste género sdo capazes de colonizar rapidamente o substrato, caracterizado
pelo mecanismo de acdo denominado competicdo. Esta caracteristica, segundo Peres & Melo
(1995), traz grande vantagem na utilizacdo desse fungo como agente de biocontrole em larga
escala. Mello et al. (2007) ainda afirmam que a importancia do ensaio de pareamentos de
culturas nao reside apenas na possibilidade de selecdo inicial dos isolados promissores para
testes mais decisivos, mas também porque nestes testes é possivel observar as interagdes entre

0S microrganismos e determinar os mecanismos de acao envolvidos.

3.4.2. Supressdo da murcha-de-esclerocio (S. rolfsii) por T. asperelloides e T. koningiopsis
em casa de vegetacao

O isolado S. rolfsii — CEN1531 também se mostrou patogénico a mudas de alface da
cultivar BRS Leila, causando murchamento como sintoma inicial, escurecimento dos vasos,
tombamento ao longo dos dias e ao final de 10 dias, a morte de algumas plantas de alface. A
patogenicidade deste isolado (S. rolfsii — CEN1531) para esta cultivar, ja havia sido relatada
no Capitulo 2, em ensaios de patogenicidade in vitro. Todavia, a analise estatistica ndo foi
capaz de responder se 0 aumento das doses nos tratamentos contra o fitopatdgeno, seria capaz
de controlar a doenca, nas condi¢es testadas.

Embora este ensaio fosse preliminar, outros fatores podem ter contribuido para este
resultado final, como a alta temperatura da casa de vegetacdo. Segundo Punja (1985), altas
temperaturas favorece a infec¢do por S. rolfsii. Os resultados alcangados no presente estudo
contrariam aqueles obtidos por Avila et al. (2005), onde 100% de plantas sobreviveram em
solo infestado com o patdgeno e tratado com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Também Padua et al. (2007) observaram percentual de sobrevivéncia de plantas de feijoeiro
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variando de 30 a 100%, ao testar isolados de Trichoderma no controle da murcha de
esclerocios. Entretanto, esses tais resultados referem-se a outros isolados de Trichoderma,
além de envolverem espécies vegetais diferentes.

De acordo com a literatura, S. rolfsii é patogénico a diversas culturas e, antes de atuar
como patodgeno, o fungo necessita de um periodo de crescimento saprofitico sobre substrato
organico. Fato observado neste trabalho, onde mesmo com a aplicacdo ao mesmo tempo dos
antagonistas (T. asperelloides e T. koningiopsis), o fungo S. rolfsii foi superior na competicédo
pelo substrato e conseguiu ainda colonizar as plantas de alface antes do acdo dos isolados
Trichoderma escolhidos, na maioria dos tratamentos. Em um trabalho conduzido em campo
por Yaqub & Shahzad (2011), o fungo S. rolfsii apresentou efeito negativo sobre o
crescimento de plantas de girassol e feijdo. Além disso, foi constatada a reducdo da doenca
com a aplicacdo de diversos antagonistas, como Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., T.
harzianum, T. pseudokoningii, T. polysporum e T. virens.

Auler et al. (2013) também obtiveram resultados satisfatérios com o uso de T.
harzianum no controle de S. rolfsii em casa de vegetacdo, nas culturas da soja e feijdo, tendo
destacado a espécie T. asperelloides. Esta espécie, também no presente trabalho, apresentou
elevados indices de sobrevivéncia de plantas. O resultado observado nos tratamentos com a
aplicacdo de 20 e 25 mL da suspensdo de conidos de T. asperelloides, pode ser um indicativo
de que doses maiores devem ser utilizadas no controle da murcha-de-esclerocios em alface,
causada por S. rolfsii. Contudo, devido a sobrevivéncia de 50% de plantas de alface nos
tratamentos que envolveram as maiores doses da suspensdo do antagonista, € preciso que
novos testes sejam realizados e, se comprovada a eficiéncia de que maiores doses séo capazes
de suprimir o fungo S. rolfsii em casa de vegetacdo, estas devem ser escolhidas para futuros

trabalhos e também com outros isolados destes antagonistas e fitopatogeno.

102



3.5. CONCLUSOES

v Todas as espécies de Trichoderma testadas in vitro apresentaram potencial
antagonista contra isolados dos patdgenos S. sclerotiorum, S. rolfsii e F.
oxysporum f. sp. lactucae raca 1.

v Nos confrontos com R. solani, apenas os isolados T. harzianum — CENO1 e T.
virens — CEN507 ndo atingiram indices de inibicdo do crescimento micelial
acima de 50%.

v" Nos confrontos com o isolado P. ultimum, somente os isolados T. harzianum —
CENO1 e T. koningiopsis — CEN1452 n&do alcangaram indice de inibi¢do do
crescimento micelial de pelo menos 50%.

v' O isolado T. asperellum — CEN512 foi o que apresentou maior capacidade de
inibir o crescimento micelial dos fitopatdgenos nas condic¢des testadas.

v" Pelos resultados obtidos no experimento preliminar em casa de vegetagdo com
S. rolfsii - CEN1531, ndo hé& evidéncias de que alguma combinagdo antagonista
(T. asperelloides — CEN1433 e T. koningiopsis — CEN1452) + dose crescente,

seja de alguma forma eficaz no controle da doenca.
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CAPITULO 4

Avaliacao da morfologia de colonias de
Trichoderma spp. observadas em
diferentes meios, compatibilidade e
sensibilidade a produtos quimicos
registrados para a cultura da alface
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RESUMO

O uso de Trichoderma spp. em conjunto com produtos quimicos para o controle de
doencas de plantas tende a ser usual entre os produtores rurais, porém o efeito
provocado pelos quimicos sobre a acdo dos microrganismos antagonistas carece ainda
de estudos. Testes de compatibilidade entre quimicos e bioldgicos conduzidos em
laboratdrio exigem o uso de meios de cultura apropriados, de forma que 0s organismos
possam expressar adequadamente suas caracteristicas culturais, possibilitando uma
avaliacdo confiavel da influéncia de tais produtos sobre o desenvolvimento de col6nias
dos organismos testados. Em face disto, o objetivo deste estudo foi, em meio
previamente selecionado, determinar a compatibilidade de isolados de Trichoderma
com fungicidas e inseticidas quimicos, in vitro. Excetuando o isolado Trichoderma sp.,
os isolados do antagonista apresentaram esporulacao intensa nos meios CMD e BDA e,
desta forma, o meio BDA, por ser de uso rotineiro no Laboratorio, foi o escolhido para
0s estudos de compatibilidades in vitro. Todos os isolados de Trichoderma spp.
atingiram crescimento micelial maximo de 9,0 cm em todas as doses de boscalida,
iprodiona e imidacloprido. Nos ensaios com procimidona e iprodiona, todos os isolados
de Trichoderma apresentaram a morfologia da col6nia diferentes das testemunhas,
exceto o isolado Trichoderma sp. — CEN1441. Este mesmo isolado foi o Unico
compativel ao ingrediente ativo procimidona em todas as doses. Entretanto, os isolados
T.virens e T. koningiopsis alcancaram médias de inibi¢cdo micelial entre 22-68% e 18-
20% na presenca deste fungicida. Nenhum dos isolados foi compativel in vitro ao
tiabendazol nas condicdes testadas. Este principio ativo € recomendado para o controle
da fusariose na cultura da alface. O meio BDA se mostrou apropriado para os estudos
de compatibilidade de produtos quimicos com agentes antagonistas, in vitro. Todos 0s
isolados de Trichoderma foram compativeis com os ingredientes ativo iprodiona,
boscalida e os inseticidas a base de imidacloprido, nas doses testadas.

Palavras-chaves: combinacdo de Trichoderma com produtos quimicos; espécies de
Trichoderma, meio de cultura.

ABSTRACT

The use of Trichoderma spp. in conjunction with chemicals for plant disease control, it
tends to be usual among farmers, but the effect of chemicals on the action of these
antagonistic microorganisms is still lacking. Laboratory-conducted chemical and
biological compatibility tests require the use of appropriate culture media so that
organisms can adequately express their cultural characteristics, enabling a reliable
assessment of the influence of such products on the colonies development of the
organisms tested. In view of this, the objective of this study was, in a previously
selected medium, to determine the compatibility of Trichoderma isolates with chemical
fungicides and insecticides in vitro. Except for the Trichoderma sp. isolate, the
antagonist isolates showed intense sporulation in the CMD and BDA media and,
therefore, the BDA medium, being routinely used in the Laboratory, was chosen for in
vitro compatibility studies. All isolates of Trichoderma spp. reached maximal mycelial
growth of 9.0 cm at all doses of boscalide, iprodione and imidacloprid. In the trials with
procimidone and iprodione, all Trichoderma isolates presented colony morphology
different from the controls except the Trichoderma sp. - CEN1441. This same isolate
alone was compatible with the active ingredient procymidone at all doses. However,
T.virens and T. koningiopsis isolates achieved average mycelial inhibition between 22-
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68% and 18-20% in the presence of this fungicide. None of the isolates were in vitro
compatible with thiabendazole under the conditions tested. BDA medium has been
shown to be suitable for in vitro compatibility studies of chemicals with antagonist
agents. All Trichoderma isolates were compatible with the active ingredients: iprodione,
boscalide and imidacloprid-based insecticides at the tested doses.

Key words: combination of Trichoderma with chemicals, Trichoderma species, culture
medium.
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4.1. INTRODUCAO

O fungo Trichoderma coloniza a superficie da raiz e estabelece uma zona de interagdo
no cortex. Nesta regido, o fungo secreta enzimas e outras moléculas bioativas, sendo capazes
de fragmentar a parede celular de outros fungos e induzir a resposta de resisténcia na planta.
Fungos deste género podem ser eficientes no controle de doengas ocasionadas por patdgenos
de solo como Fusarium spp., Phytophthora spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotium
spp. e Sclerotinia spp. Assim, sdo Uteis para o enriquecimento de substratos, tratamento de,
sementes e em pulverizacdo na parte aérea das plantas ou aplicados nos sulcos de plantio. Os
mecanismos de acdo utilizados por esses fungos sdo diversos, destacando-se competicao,
micoparasitismo e antibiose, sendo este resultante da producdo de metabdlitos secundarios
ativos contra outros fungos. Trichoderma pode permanecer ativo mesmo sob condig¢oes
ambientais desfavoraveis para o crescimento micelial, 0 que sugere a possibilidade de
tolerdncia do fungo a estresses, caracteristica importante, considerando a questdo das
mudancas climéaticas e suas possiveis consequéncias para as espécies vegetais exploradas
economicamente (Sathiyaseelan et al., 2009).

O uso de fungicidas representa um dos principais métodos de controle de doencas
de plantas. Entretanto, tais produtos quimicos impactam o meio ambiente e a saude
humana. O manejo integrado, utilizando varias praticas e ndo apenas pulveriza¢cdes com
fungicidas quimicos, hoje é a forma mais indicada para o controle das doencas de plantas.
A implementacdo desta pratica requer cuidado para a inser¢cdo do uso dos agentes de
controle bioldgico ao conjunto de medidas de controle, pois 0s microrganismos podem
ser afetados pelos produtos quimicos (Bhale & Rajkonda, 2015; Manjunath et al., 2017).

Um cuidado a ser tomado com relacdo a inser¢do do agente de biocontrole em um
sistema de manejo integrado, onde séo aplicados fungicidas e inseticidas regularmente, € a

realizacdo previa de testes de compatibilidades do agente com os produtos quimicos
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usualmente utilizados na cultura. Esses testes, conduzidos em laboratério, exigem o uso de
meios de cultura apropriados, de forma que 0s organismos possam expressar adequadamente
suas caracteristicas culturais, possibilitando uma avaliacdo confiavel da influéncia de tais
produtos sobre o desenvolvimento de col6nias dos organismos testados.

Um bom meio de cultura deve incluir ingredientes prontamente disponiveis, facilidade
de preparo e manipulacdo, baixo custo e efetividade ap6s armazenamento prolongado. Eles
podem conter hidrolisados de proteinas (peptonas, caseina, triptona), carboidratos (lactose,
sacarose, maltose, glicose, xilose) e tampbes (fosfato monossodicos e dissodicos ou
potassicos). Podem ser suplementados com extrato de levedura, vitaminas, soro e, ainda,
substancias inibidoras, como corantes de anilina, produtos quimicos e agentes
antimicrobianos, sais, ions férricos e ferrosos (sulfeto ferroso), gelificantes (agar), dentre
outros compostos, a fim de atender a proposta e viabilidade do estudo. Desta forma, sdo
classificados de acordo com sua formulacdo (Claflin et al., 1987; Alfenas & Mafia, 2007).

Face ao que foi dito, o objetivo deste estudo foi, em meio previamente selecionado,
determinar a compatibilidade de isolados de Trichoderma com fungicidas e inseticidas

quimicos, in vitro.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Meios de cultura utilizados para multiplicacao dos fungos

A fim de escolher 0 meio mais apropriado para o crescimento micelial dos isolados de
Trichoderma em estudos de compatibilidade in vitro com os fungicidas e inseticidas, foram
realizados ensaios prévios com diversos meios utilizados na rotina de um laboratorio. Os
meios testados foram: &gar-agua (AA), Batata Dextrose Agar (BDA), Cornmeal Dextrose

Agar (CMD), Czapec (CZA), Martin (MAR), Murashige & Skoog, 1962 (MS), Sabouraud
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Dextrose Agar (SDAY), Sacarose Nutriente Agar (SNA), Malte e Agar (MA), Extrato de
Malte e Agar (MEA) e V8 20% (V8). A producéo dos meios esta descrita no Anexo 1.

Foram utilizadas as culturas monosporicas em tubo, descritas no item 2.2.2. como fonte
primaria de colonias. Os isolados T. harzianum — CENO1, T. virens — CEN507, T. asperellum
— CEN512, T. asperelloides — CEN1433, Trichoderma sp. — CEN1441, T. koningiopsis —
CEN1452, foram repicados para placas contendo meio BDA (Merk KGaA®) e incubados em
estufa incubadora BOD (Nova Técnica®) a 26°C, por sete dias. Apds este processo, discos de
micélio de 5 mm de diametro foram retirados das bordas das colbnias e depositados na
superficie do meio de cada meio em teste, em placas de Petri. As culturas foram incubadas em
estufa incubadora (BOD) a 26 °C, com fotoperiodo de 12 horas e avaliadas aos 10 dias apés a
incubacéo.

O ensaio foi composto por 66 tratamentos com trés repeticdes, no esquema fatorial 6 x
11 em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC). Este experimento foi
repetido trés vezes. As variaveis avaliadas foram: aspecto do crescimento micelial, coloracao,
formato e espessura das coldnias. Nestes ensaios ndo foi availada a producao de conidios por

placa, nem a velocidade de crescimento micelial do isolado.

4.2.2. Avaliacdo da compatibilidade de Trichoderma com fungicidas e inseticidas
recomendados para a cultura da alface

De acordo com o site Agrofit (MAPA), os fungicidas e inseticidas comerciais utilizados
sdo recomendados e registrados para uso contra os fitopatdgenos; os inseticidas sé@o
rotineiramente utilizados para a cultura da alface e estdo listados no Anexo 2.

Os ensaios foram baseados em cinco doses dos ingredientes ativos (Tabela 11), tendo a

dose Il como a base para duas subdoses (valores abaixo da dose recomendada) e duas
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superdoses (valores acima da dose recomendada) baseada na dose comercial recomendada

(Tabela 12).

Tabela 11. Doses (g/mL) dos ingredientes ativos utilizadas nos testes de compatibilidade por

500 mL de BDA.

Doses

Ingrediente ativo Grupo quimico I I 1 v \

Imidacloprido Neonicotindide 0,036 0,090 0,272 0,454 0,636
Imidacloprido Neonicotindide 0,083 0,216 0,350 0,483 0,616
Iprodiona Dicarboximida 0,550 0,650 0,750 0,850 0,950
Procimidona Dicarboximida 0,425 0,525 0,625 0,725 0,825
Boscalida Piridina-carboxamida 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
Tiabendazol Benzimidazol 0,500 1,250 2,500 3,750 4,750

N&o foram preparadas solucdes estogue, pois 0s proprios produtos comerciais foram as

fontes para retirada das doses empregadas.

Tabela 12. Doses comerciais (mL/L) referéncias recomendadas, utilizadas para os ensaios de

compatibilidade dos fungicidas e inseticidas.

Doses
Ingrediente ativo I I i v V Calda (mL/L)
Imidacloprido 40 100 300 500 700 550.000
Imidacloprido 125 325 525 725 925 750.000
Iprodiona 1100 1300 1500 1700 1900 1.000.000
Procimidona 850 1050 1250 1450 1650 1.000.000
Boscalida 600 800 1000 1200 1400 1.000.000
Tiabendazol 0.0010  0.0025  **0,0025- 0.0075 0.0095 imL

0,0049

* 111 Dose comercial recomendada. A partir destas, foram estipuladas duas subdoses (I e 11) e

duas superdoses (IV e V).

** Dose recomendada para o tratamento de 1000 sementes.
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Os valores das doses dos produtos foram obtidos em proporcéo a calda utilizada no

ensaio, sempre 500 mL de BDA a uma temperatura em torno de 40 °C. Adicionalmente aos

calculos das quantidades (g ou mL) utilizados, foram realizados os célculos da quantidade e a

concentragdes em ppm de ingrediente ativo (i.a) em 500 mL de BDA (Tabela 13 e 14).

Tabela 13. Quantidade (g/L ou kg) de ingrediente ativo (i.a) em 500 mL de BDA.

Doses

Ingrediente ativo Concentracéo do produto I I i v \/

Imidacloprido 700g ou 70% 0,025 0,063 0,190 0,317 0,445

Imidacloprido 200g ou 20% 0,016 0,043 0,070 0,096 0,123

Iprodiona 500g ou 50% 0,275 0,325 0,375 0,425 0,475

Procimidona 5009 ou 50% 0,212 0,262 0,312 0,362 0,412

Boscalida 500g ou 50% 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Tiabendazol 4859 ou 48,5% 0,242 0,606 1,212 1,818 2,303
Tabela 14. Concentracdo ( ppm ) de ingrediente ativo (i.a) em 500mL de BDA.

Doses

Ingrediente ativo  Grupo quimico I i v \Y
Imidacloprido Neonicotinodide 50,9 126 380 636 890
Imidacloprido Neonicotindide 32 140 192 246
Iprodiona Dicarboximida 550 650 750 850 950
Procimidona Dicarboximida 424 524 624 724 824
Boscalida Piridina-carboxamida 300 400 500 600 700
Tiabendazol Benzimidazol 480 1210 2420 3630 4600

* 1 ppm € =1 ml do (soluto)/1000 L do solvente (solugdo) ou 1 g/1000 L ou 1 mg/1000 L

ou 1l pL/1 mL.

As doses foram primariamente diluidas em 10 mL de agua destilada autoclavada, sob

agitacdo constante em camara de exaustdo e vertido imediatamente na calda (meio BDA),

para evitar a decantacdo e dissolver melhor o produto. Cada placa recebeu 20 mL da solugéo
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BDA + fungicida/inseticida. Discos de micélio (5 mms=) foram depositados no centro da placa
de Petri contendo o meio. A incubacéo das culturas foi realizada em estufa incubadora BOD
(Nova Técnica®) a 26 °C, durante 10 dias, com fotoperiodo de 12 horas de luz/escuro. Ap6s a
medicdo do didmetro das colbnias (cm), calculou-se a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial, segundo Menten et al. (1976), utilizando a formula: % inibicao = [(ctest
— ctrat) /ctest] x 100, em que ctest = crescimento da testemunha; e ctrat = crescimento do

tratamento.

4.2.3. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi em delineamento experimental inteiramente casualisado (DIC),
composto por 30 tratamentos cada produto, com trés repeticdes, adotou-se o esquema fatorial
6 x 5. Estes experimentos foram repetidos trés vezes. Os modelos utilizados foram, a
Regressdo Beta e comparacdo de médias pelo teste Tukey 5%, utilizando o software R

(Burnham & Anderson, 2002).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Morfologia das colonias de Trichoderma spp. em diferentes meios

Nos resultados obtidos neste ensaio, foi possivel observar uma diferenga na morfologia
das coldnias e esporulacdo dos isolados de Trichoderma, entre todos os meios testados. O
meio BDA se mostrou o mais eficiente quanto a capacidade de esporulacdo dos Trichoderma
spp. As colbnias apresentaram coloracéo verde intensa, com aspecto aveludado para a maioria
dos isolados e por isso foi o0 escolhido para uso nos testes de compatibilidade dos isolados de
Trichoderma com fungicidas e inseticidas.

As colbnias de T. harzianum - CENO1 apresentaram 0 mesmo padrdo de morfologia

radial de crescimento, ainda que sutilmente nos meios SNA, MS, AA, CZA, MEA e ME.
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Ainda foi possivel visualizar que o micelio era quase translucido, todos eles apresentaram
pouca esporulacdo. J& nos meios CMD e BDA houve intensa esporulacdo verificando-se a
coloracgdo verde das colbnias, com aspecto aveludado. Em especial no meio de cultivo V8, o
fungo manteve as caracteristicas de crescimento em anéis concéntricos com a esporulacéo
bem evidentes. No meio de cultivo SDAY, as colonias exibiram coloracdo verde menos
intensa sem o aspecto aveludado, mas com crescimento em aneis concéntricos. Houve

pigmentagdo dos meios BDA e MEA (Figura 3).

Na morfologia das col6nias de T. virens - CEN507, também foi possivel verificar pouca
esporulacdo, porém com formacdo de anéis concéntricos nos meios SNA, MS, AA, CZA e
MEA. No meio ME, a esporulagdo e crescimento micelial foram quase imperceptiveis. A
caracteristica de esporulacdo nos meios CMD, BDA e V8 foram intensas, com coloracao
verde escura, principalmente em CMD e BDA. Um crescimento atipico na col6nia de T.
virens — CEN507 ocorreu no meio SDAY, com a esporulacdo lembrando o formato de
hélices, intercalando com o micélio de coloracdo branco. Também exibiu pigmentacdo nos

meios BDA e MEA vista na parte inferior da placa (Figura 3).

A morfologia das coldnias de T. asperellum - CEN512 teve um aspecto tufoso na
maioria dos meios de cultura, devido a esporulacdo irregular, em tufos e ndo uniforme,
embora menos evidente em SNA, MS, AA, CZA, ME e MEA. Dentre estes meios citados
anteriormente, a esporulacdo foi mais aparente no meio CZA e menos no meio de cultura ME.
Os meios BDA e CMD proporcionaram esporulacdo de coloragéo verde escura, juntamento
com o meio V8, todavia, este com menos esporulacdo na placa de Petri. O meio SDAY foi 0
unico a apresentar esporulacdo profusa em toda a placa e presenca de micélio aéreo.

Pigmentacdo foi verificada no meio CMD (Figura 3).
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A morfologia da colénia em T. asperelloides - CEN1433 seguiu com 0 mesmo padréo
de crescimento e esporulacéo dos isolados anteriores, nos quesitos micélios esparsos e poucas
esporulacdes em SNA, MS, AA e ME, um pouco mais esporulada nos meios CZA e MEA,
apresentando anéis. Nos meios considerados mais ricos, como BDA, V8, CMD e SDAY
houve intensa esporulacdo, dando aspecto aveludado a coldnia e ndo houve pigmentacdo em

nenhum dos meios de cultura trabalhados (Figura 3).

O isolado Trichoderma sp. - CEN1441, até aqui considerado possivel especie nova
(dados ndo publicados), apresentou decréscimo de esporulacdo ao longo dos ensaios, mesmo
recorrendo sempre aos tubos de matrizes na instalacdo dos ensaios. Todavia, foi importante
notar que a morfologia das colonias nos meios SNA, MS, AA, CZA, ME, MEA, CMD e
SDAY permaneceu a mesma, com a presenga de poucos esporos, anéis de crescimento
discretos, exceto no meio SNA. As colonias nos meios BDA e V8 apresentaram esporulagéo
abundante, sendo 0 V8 o que proporcionou melhor esporulacdo, com anéis de crescimento.
Notou-se também aqui, forte pigmentacdo dos meios CMD e MEA em amarelo-laranja. Os
outros meios (BDA, SDAY e V8), apesar de serem de coloragcdo mais forte mesmo sem a
presenca do fungo, também apresentaram leve mudanca de coloracdo nas placas de Petri

(Figura 3).

A morfologia das col6nias de T. koningiopsis - CEN1452 apresentaram crescimento
micelial completo na presenca de todos os meios utilizados. Nos meios SNA e CZA
observou-se a presenca discreta de anéis no inicio do crescimento da col6nia e, também,
esporulagdo com aspecto irregular e em tufos. Os anéis de esporulacdo da colbnia
permaneceram nos meios MS, MEA e V8, este com esporulagdo mais abundante. Os meios
CMD e BDA mantiveram a esporulagdo intensa, coloracdo verde escura e a presenga de anéis

de esporulacdo nitidos no inicio do crescimento da colénia. Em SDAY, as col6nias
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apresentaram coloracao verde-palida, aveludada e com presenca de micélios aéreos, além de

esporulagdo em tufos. N&o exibiu pigmentacdo em nenhum dos meios testados (Figura 3).

O meio Martin é um meio seletivo, rotineiramente utilizado para isolamento de fungos
do género Trichoderma do solo. Neste, ndo houve formacdo de setores das colbnias de
Trichoderma spp. por que a inoculagéo foi feita com um disco de micélio, diferentemente do
que é feito no procedimento de isolamento. As colbnias se apresentaram em geral com
tamanho reduzido, por causa do componente Rosa de bengala, um inibidor, no qual o
crescimento é mais lento e a coloragdo dos conidios variou entre verde-limédo e verde-oliva,
com a presenca de micélio branco adensado em todas as espécies. Todos os isolados
apresentaram crescimento e esporulacdo em anéis com forte demarcacdo das zonas de
crescimento, em especial o isolado Trichoderma sp. - CEN1441, no qual a colbnia se

apresentou com aspecto ondulado e crescimento micelial de maior diametro (Figura 3).

Excetuando o isolado Trichoderma sp., os isolados do antagonista apresentaram
esporulacdo intensa nos meios CMD e BDA e, desta forma, o meio BDA, por ser de uso

rotineiro no Laboratorio, foi o escolhido para os estudos de compatibilidades in vitro.
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V8

MARTIN ~ MEA

Figura 3. Aspecto colonial de Trichoderma spp. nos meios: SNA — Sacarose nutriente agar;
MS — Murashige e Skoog; AA — Agar-agua; CZA — Czapec dox; ME — Malte e 4gar; SDAY —
Sabouraud dextrose agar 4%; CMD — Corn meal dextrose; BDA — Batata dextrose agar; V8 —

Suco de vegetais 20%; MEA — Extrato de malte e agar.
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4.3.2. Compatibilidade de espécies de Trichoderma a fungicidas e inseticidas
recomendados a cultura da alface

Todos os isolados de Trichoderma colonizaram com sucesso a superficie do BDA
suplementado com os fungicidas a base de boscalida, iprodiona e os inseticidas a base de
imidacloprido, e foram considerados compativeis com esses ingredientes ativos. Em todas as
doses, os isolados atingiram crescimento maximo nas placas de Petri apos sete dias de
incubacdo em estufa incubadora (Figura 4, 5 e 6). Nenhum dos isolados cresceu no meio
BDA suplementado com o fungicida a base de tiabendazol, por isso ndo foi considerado

compativel in vitro (Tabela 15).

Tabela 15. Crescimento (cm) e porcentagem de inibicdo micelial (%) de Trichoderma spp.
em meio BDA suplementado com boscalida, iprodiona, imidacloprido e tiabendazol.

Tratamento + ingrediente Grupo quimico Crescimento Inibicao
ativo micelial (cm) micelial (%0)

Trichoderma  spp. + Piridina-carboxamida 9,0 0

boscalida

Trichoderma  spp. + Dicarboximida 9,0 0

iprodiona

Trichoderma  spp. + Neocotindide 9,0 0

imidacloprido

Trichoderma  spp. + Benzimidazol 0 100

tiabendazol

Os ensaios com as doses envolvendo o ingrediente ativo iprodiona, foi 0 que apresentou
maior diferenca na morfologia das col6nias dentre os isolados de Trichoderma em relagéo as
testemunhas, porém, sem inibigcdo do crescimento micelial nas concentragdes testadas (Figura
4). Os ensaios com o fungicida boscalida indicaram que os isolados de Trichoderma séo
compativeis com esse fungicida nas concentracfes testadas. As coldnias exibiram crescimento

micelial homogéneo, com crescimento micelial ocorrendo da mesma forma que no tratamento
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testemunha (Figura 5). Nos testes de sensibilidade com os inseticidas a base de imidacloprido
verificou-se também, com todos os isolados de Trichoderma, crescimento semelhante aos

tratamentos testemunhas, mesmo nas concentragdes elevadas de ingreditente ativo (Figura 6).

550 ppm 650 ppm 750 ppm 850 ppm 950 ppm

T harzianum

T virens

T asperellum

T. asperelloides

T. koningiopsis Trichoderma sp.

Figura 4. Aspecto colonial de Trichoderma spp. em meio BDA suplementado com
iprodiona.
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T harzianum

virens

T

T asperelloides T asperellum

Trichoderma sp.

ingiopsis

T kon

Figura 5. Aspecto colonial de Trichoderma spp. em meio BDA suplementado com
boscalida.
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T asperellum

T koningiopsis  Trichoderma sp. T. asperelloides

T. virens T harzianum

T. asperellum

T koningiopsis ~ Trichoderma sp. T asperelloides

Figura 6. Aspecto colonial de Trichoderma spp. em meio BDA suplementado com

imidacloprido.
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O efeito da suplementacdo do BDA com o fungicida procimidona foi diferente para os
isolados testados, onde as espécies alcancaram um desempenho heterogéneo. Pela Tabela 16,
foi possivel constatar que o isolado T. harzianum - CENO1 apresentou inibicdo micelial entre
71-74%, ndo diferindo estatisticamente entre as concentr¢des. As colonias se apresentaram
reduzidas, com pouca esporulacdo onde houve o crescimento do micélio, com formacéo de
um halo de crescimento com coloracdo amarelada. O melhor desempenho com o isolado T.
virens - CEN507, foi na concentracdo 424 ppm, com apenas 22% de inibicdo micelial. As
colbnias apresentaram-se com esporulacdo setorizada e bordas irregulares. Para o isolado T.
asperellum - CEN512 houve diferenca estatistica nas concentracdes 424 e 624 ppm, com 53 e
52% de inibicdo micelial. Entretando, nas concentragdes mais altas (724 e 824 ppm)
verificaram —se inibi¢cbes, em média de 72% (Tabela 16). As coldnias se apresentaram

menores, sem a formag&o de anéis de crescimento e esporos (Figura 7).

Ja o isolado T. asperelloides - CEN1433 os valores de inibicdo foram variados,
diferindo estatisticamente somente na concentracdo 424, alcancando 35% de inibicdo
micelial. As colbnias apresentaram crescimento irregular em todoas as concentracfes, com
micélio entumecido, sem a presenca de anéis e com a presenca de esporos, porém, reduzidos
nas concentragdes mais altas. O isolado Trichoderma sp. — CEN1441 conseguiu crescer em
todas as doses, com 0% de inibicdo micelial, sendo o melhor representante dos isolados
estudados, ainda que as concentragdes ndo tenham diferido significativamente. As col6nias
apresentaram crescimento por toda a placa de Petri, sem irregularidades nas bordas, contudo,
aparentemente ndo houve a presenca de esporulacdo ou pigmentacdo do BDA. O isolado T.
koningiopsis — CEN1452 ndo apresentou diferenca estatistica para crescimento nas
concentragOes de procimidona testadas. Todavia, observaram-se valores baixos de inibigdo
micelial entre 18-20%, alcancando assim o segundo melhor desempenho entre os isolados

testados neste estudo (Tabela 16). As col6nias cresceram de forma irregular, radialmente com
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bordas onduladas em todas as concentracfes e apresentaram formacao de esporos (Figura 7).

424 ppm 524 ppm 624 ppm 724 ppm 824 ppm

T. asperellum T. virens T harzianum

T asperelloides

T. koningiopsis Trichoderma sp.

Figura 7. Aspecto colonial de Trichoderma spp. em meio BDA suplementado com
procimidona.
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Tabela 16. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Trichoderma spp., em meio BDA suplementado com o fungicida procimidona a diferentes

concentragoes.

Inibicdo micelial (%) @

Doses (concentracdo em ppm)

Ingrediente ativo  Trichoderma

rupo quimico
(grupo g ) T. harzianum — CENO1

Procimidona ]
) o T. virens — CENS07
(Dicarboximida)
T. asperellum — CEN512
T. asperelloides — CEN1433
Trichoderma sp. - CEN1441

T. koningiopsis — CEN1452

| (424)
71+0,04a
22+0,06d
53+0,15b
35%0,10c

0+0a

18+0,10a

11 (524)
75%0,04a
35+0,12cd
60+0,08a
41+0,10bc
0+0a

19+0,14a

11 (624)
74+0,04a
59+0,16ab
52+0,17b
45+0,08bc
0+0a

16+0,08a

IV (724)
72+0,10a
48+0,23bc
72+0,05a
57+0,15ab
0+0a

19+0,09a

V (824)
74+0,08a
68+0,09a
74+0,06a
69+0,03a
0+0a

20+0,04a

WMédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste Tukey 5%.
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4.4, DISCUSSAO

4.4.1. Morfologia das colonias de Trichoderma spp. em diferentes meios

Inconsisténcias no crescimento micelial dos isolados de Trichoderma foram pouco
evidentes, pois todos os isolados ocuparam toda a superficie da placa de Petri (9 cm=) de
todos 0s meios testados, apos sete dias de incubacdo. Quanto as variagbes morfoldgicas e a
esporulacdo, estes isolados se comportaram de maneira particular para cada meio. A
seletividade dos meios de cultura pode ser obtida utilizando-se fontes especificas de carbono
(C) e nitrogénio (N), os quais podem estimular o crescimento de uma determinada espécie e
inibir o de outra, ou ainda quando algumas secrecdes dos microrganismos presentes na placa
reagem com os constituintes dos meios de cultura (Alfenas & Mafia, 2007). E interessante
ressaltar que os meios BDA e SNA contém baixo teor de agucar, uma das fontes de carbono
utilizada pelos fungos para se desenvolverem e muito utilizado em estudo para avaliar as
taxas de crescimento (Nirenberg, 1976).

O BDA é util em ensaios para a caracterizacdo de coldnias e observacdo de
pigmentacdo, enquanto SNA e CMD apresentam a vantagem de mostrar as caracteristicas
gerais que os fungos do género Trichoderma apresentam na natureza, comparando aos meios
BDA, MEA e ME (Samuels, 2004). Os resultados deste estudo mostram que estes meios
demonstraram tais caracteristicas. Os isolados T. asperellum — CEN512 e Trichoderma sp. —
CEN1441 pigmentaram fortemente 0 meio CMD. Chaverri & Samuels (2003) notaram a alta
variacdo na espécie T. harzianum, em produzir pigmentos em diferentes tons amarelo,
marrons e avermelhados.

Segundo Peres & Melo (1995), alguns isolados de T. harzianum foram capazes de
descolorir o meio BDA com a producéo de substancias metabdlicas de coloracdo, que varia de
amarelo claro ao marrom. Os resultados com o isolado desta mesma espécie T. harzianum —

CENOL1 corroboram estes autores, onde foi possivel verificar a descoloracdo apenas do meio
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MEA. Contudo, o isolado Trichoderma sp. — CEN1441, que ainda ndo possue a espécie
definida, também descoloriu na metade dos meios utilizados, sendo eles, SDAY, CMD, BDA,
V8 e MEA. Espécies do complexo T. harzianum podem apresentar diferentes morfologias de
col6énias em meio BDA e SNA (Chaverri et al., 2015).

Uma estratégia de reproducdo utilizada pelo fungo ¢ o microciclo de conidiacdo, um
ciclo de vida mais curto onde os conidios germinam e logo em seguida formam outros
conidios, sendo o crescimento micelial ausente ou muito reduzido. Em algumas espécies
observam-se anéis concéntricos de conidiagdo em resposta a alternados ciclos de luz e
escuridao (Gressel & Galum, 1967; Steyaert et al., 2013). No presente trabalho, 0s ensaios
foram montados em regime de luz/escuro e essas caracteristicas de esporulacdo foram
visualizadas nos meios SNA, MS, AA, CZA, ME e MEA. Auséncia de micélio aéreo foi outra
caracteristica bastante observada com os isolados testados. A producédo de anéis de conidiagédo
foi observada nos meios: SNA, MS, AA, CZA, ME, MEA, V8 e SDAY para os isolados T.
harzianum — CENO1, T. virens — CEN507 e T. asperelloides — CEN1433; MS, SDAY e CZA
para T. asperellum — CEN512; SNA e V8 para Trichoderma sp. — CEN1441 e MS, CZA, V8
e MEA para T. koningiopsis — CEN1452.

O aspecto de esporulacdo esverdeado das coldnias de Trichoderma spp., observado
neste estudo, € uma caracteristica marcante para a maioria das espécies, dentro do género
(Chaverri & Samuels, 2003). A conidiacdo a partir do micelio é estimulada quando ha
combinagdo apropriada de fatores ambientais, estimulos luminosos, relacdo Carbono:
Nitrogénio, pH do ambiente extracelular, ferimentos fisicos no micélio, presenca de célcio e
influéncia de derivados de compostos organicos volateis, sendo reconhecidos por influenciar a
producdo de esporos (Friedl et al.,, 2008). Os meios ricos em acgucar como 0 BDA,
demonstraram uma capacidade maior de esporulacdo para a maioria dos isolados aqui

estudados.
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Durante muito tempo as especies de Trichoderma foram definidas apenas através de
padrdes morfoldgicos. Entretanto, a identificacdo de espécies com base na morfologia é
muitas vezes dificultada pela falta de caracteristicas que definam claramente variacdes entre
as culturas em nivel de espécie. Neste contexto, foi possivel verificar que, as espécies
estudadas reagem aos componentes dos meios, com aspectos particulares de micélio,
esporulacdo, formacdo de aneéis e pigmentacdo do meio. O crescimento desses organismos é
consequéncia das fontes nutricionais utilizadas, juntamente com as condicdes fisicas de
cultivo. Diante disto os melhores meios foram CMD e BDA, pois proporcionaram para a

maioria das espécies trabalhadas, uniformidade de esporulacdo, micélio denso e cotonoso.

Glicose, glucose ou dextrose, sdo monossacarideos e sd8o um dos carboidratos mais
importantes na biologia (Nelson & Cox, 2014). Meios contendo esses constituintes e CZA,
ME e MEA com outras fontes de aglcar, como sacarose, extrato de malte ou maltose foram
responsaveis por uma variacdo entre os isolados estudados. Observou-se, com esses meios,
esporulacdo escassa em relacdo aos meios contendo dextrose (BDA, CMD e SDAY). Em
conformidade com estes dados, Rossi-Rodrigues et al. (2009) testaram diferentes espécies de
Trichoderma em meios com diferentes fontes nutricionais, como carbono e nitrogénio,
elementos essenciais e observaram que a glicose € melhor do que a sacarose como fonte de

carbono, por induzir o crescimento de isolados de Trichoderma.

Em trabalhos conduzidos por Rossi-Rodrigues et al. (2009) o extrato de leveduras e a
triptona (um tipo de peptona) foram boas fontes de nitrogénio (N), induzindo o crescimento
de T. hamatum e T. harzianum. Rodrigues (2010) obtiveram respostas a doses de nitrogénio,
fosforo e potassio (NPK) no meio de cultura. Os resultados obtidos com os meios preparados
a partir de fontes de N como, peptona, extrato de leveduras e nitrato de potassio, exibiram
diferentes morfologias das coldnias. Vale lembrar que o meio SDAY, que contém peptona e

extrato de leveduras proporcionou crescimento micelial e esporulagédo profusa dos isolados T.
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harzianum — CENO1, T. virens — CEN507, T. asperellum — CEN512, T. asperelloides —
CEN1433 e T. koningiopsis — CEN1452. Porém os meios MEA e Martin, que também

possuem peptona, reduziram a esporulacéo desses isolados.

Existem poucos estudos utilizando triptona como fonte de N em meio de cultura e os
que existem geralmente sdo com bactérias. Peptona &€ mais comumente utilizada para
crescimento de fungos como Trichoderma spp. (Wiater et al., 2005). Em resposta a peptona
como fonte de N, neste estudo, os isolados T. harzianum — CENO1, T. virens — CEN507 e
Trichoderma sp. — CEN1441 foram capazes de pigmentar o meio, indicando a producdo de
substancia ndo identificadas, provavelmente, metabdlitos secundarios. Variagdes no aspecto
de col6nias podem ser decorrentes de efeitos de diferentes pHs do meio de cultivo (Steyaert et
al, 2010). Vale ressaltar, no entanto, que todos os meios utilizados tiveram o pH inicial
ajustado para 6-6,5. Os meios MS e AA séo pobres para suprir as exigéncias de nutrientes dos
isolados, sendo o primeiro, rotineiramente utilizado na avaliagdo da capacidade germinativa e
vigor de sementes, esporos de fungos e o segundo, em isolamento e armazenamento de

fungos.

4.4.2. Compatibilidade de espécies de Trichoderma a fungicidas e inseticidas
recomendados a cultura da alface

Os ingredientes ativos boscalida, imidacloprido, iprodiona, procimidona e tiabendazol
exerceram efeitos varidveis sobre o crescimento vegetativo e esporulagdo dos isolados
testados, T. harzianum — CENO1, T. virens — CEN507, T. asperellum — CEN512, T.
asperelloides — CEN1433, Trichoderma sp. — CEN1441 e T. koningiopsis — CEN1452,

Alguns dos principios ativos testados (procimidona, tiabendazol, boscalida e
imidacloprido) possuem acdo sisttémica ou erradicante. Isso significa que o principio ativo

precisa ser prontamente assimilado pela planta, translocado, e inibir infeccGes locais e
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distantes do local de aplicacdo, sem afetar os tecidos dos hospedeiros (Garcia, 1999; Picinini,
1994). Os fungicidas de contato ou protetores, como o iprodiona do grupo dicarboximida, ao
contrario, precisam ser relativamente insolUveis em agua para que a barreira de protecdo do
hospedeiro ndo se desfaca. A aplicacdo de tais produtos deve resultar na inibicdo na
germinacdo de esporos, promover a ramificacdo, intumescimento, lise de hifas e inibir o
crescimento micelial dos fungos-alvo (Ehr & Kemmitt, 2002). Otimos resultados foram
alcancados com os ingredientes ativos, ja que ndo apresentaram inibicdo do crescimento
micelial nos isolados estudados, exceto o tiabendazol.

Porém, resultados diferentes relacionados a outros grupos quimicos, podem ser
encontrados na literatura. Divya et al. (2011) demonstraram que isolados selvagens de T.
harzianum foram insensiveis a metade da dose recomendada para o principio ativo
piraclostrobina do grupo quimico estrobilurina. O crescimento vegetativo de T. harzianum -
CENO1, pertencente a essa mesma espécie citada, ndo foi afetado pelos ingredientes ativos do
grupo piridina-carboxamida (também citado como sendo anilida), dicarboximida (iprodiona) e
os inseticidas neocotindides em nenhuma das concentracdes.

Estudos abordando a compatibilidade de isolados de Trichoderma spp. com fungicidas e
inseticidas recomendados para a alface demonstraram a compatibilidade de T. asperellum e T.
asperelloides com imidacloprido e iprodiona (Silva et al., 2018). Os resultados alcangados
por estes autores estdo em conformidade com os obtidos neste, refor¢cando que os ingredientes
ativos ndo exibiram nenhum efeito deletério contra espécies de Trichoderma. Porém alguns
dados alcancados vé@o de desencontro aos obtidos por esses autores, onde o principio ativo
procimidona ndo inibiu T. asperellum. Para o isolado T. asperellum — CEN512 houve inibi¢do
do crescimento micelial em 74%.

Tendo em vista tais afirmativas, Bhale & Rajkonda (2015) avaliaram a sensibilidade de

T. viride, T. harzianum, T. koningii, T. pseudokoningii e T. virens em meio CZA
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suplementados com mancozeb (grupo quimico ditiocarbamato) e captan (grupo quimico
dicaboximida) em diferentes concentracdes. Estes autores constataram que em baixas
concentragdes ocorre o crescimento micelial. Contudo, em concentracfes de captan acima de
500 pg/ml (500 ppm) e¢ 5000 pg/ml (5000 ppm) de mancozeb ocorre um decréscimo do
crescimento micelial em todas as espécies. A espécie T. virens apresentou crescimento
micelial até¢ a dose de 400 pg/ml (400 ppm) e T. harzianum até a dose 600 pg/ml (600 ppm)
de captan, verificando-se crescimento micelial até a concentragdo 7000 pg/ml (7000 ppm). No
presente trabalho, representantes destas mesmas espécies (CEN507 e CENO1) corroboram
estes resultados com iprodiona em concentracfes entre 550-950 ppm. Todavia, exibiram
diferentes percentuais de inibicdo micelial na presenca de procimidona em concentracdes
entre 424-824 ppm.

No estudo de Vasundara et al. (2015) para avaliar a compatibilidade de T. viride com
produtos quimicos e a combinacGes entre eles em BDA, foi constatada uma variabilidade no
desempenho da espécie. No tratamento com mancozeb (3000 ppm) e imidacloprido (2000
ppm) separadamente, a espécie atingiu niveis baixos de inibicdo (7 e 11%) e, quando
misturados (11%). Os resultados aqui obtidos corroboram o referido estudo imidacloprido,
embora em concentracfes abaixo das citadas por esses autores. Vale enfatizar que efeito
sinergistico também tem sido alvo de estudos (Khirallah et al., 2016; Saravanakumar et al.,
2016) e deve ser considerado em futuros experimentos com os isolados de Trichoderma da

Colecédo da Embrapa.

Os ensaios com o procimidona afetaram o desenvolvimento de todos os isolados
testados. Os melhores resultados (menores inibi¢cdes) foram alcancados por Trichoderma sp. —
CEN1441 e T. koningiopsis — CEN1452. Segundo Ribas (2010), o ingrediente ativo captana
que pertence a0 mesmo grupo quimico que procimidona interferiu no crescimento vegetativo

de isolados de T. harzianum e Trichoderma sp. nas diferentes concentracOes testadas. Ainda
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considerando apenas o principio ativo procimidona, é possivel observar que ndo houve
relacdo entre o aumento da concentracdo do produto com a diminui¢cdo do crescimento
vegetativo.

Variagdes nas coldnias verificadas, como ondulagdes nas bordas (T. virens — CEN507 e
T. koningiopsis — CEN1452), esporulacdo sem a formacdo de anéis concéntricos (T.
harzianum — CENO1, T. virens — CEN507, T. asperelloides — CEN1433 e T. koningiopsis —
CEN1452), micélio mais esparso do que a testemunha (Trichoderma sp. — CEN1441),
intumescimento de micélio (T. asperelloides — CEN1433) e reducdo dréastica da esporulacdo
foram comuns aos isolados. Em contraste com estes resultados, Ribas (2010) encontrou
evidéncias de que o efeito inibitdrio de captana sobre o crescimento micelial de T. harzianum
em meio BDA aumenta proporcionalmente ao aumento na concentracao do produto.

As moléculas quimicas utilizadas na agricultura foram desenvolvidas para enfraquecer o
fitopatdégeno, podendo atuar inibindo a germinacdo de seus esporos e provocando
intumescimento, lise de hifas e interferir na respiracdo mitocondrial. O fungo antagonista
guando compativeis com estas moléculas, podem conferir uma vantagem competitiva sobre o
fitopatdgeno, uma vez que as moléculas quimicas o enfraquecem, garantindo sua propria
sobrevivéncia e nutricdo, desde que ele resista as doses do produto e seja capaz de se
desenvolver (Silva & Melo, 2019). Efeitos deletérios sobre Trichoderma spp. foram
observados, no presente trabalho, apenas nos ensaios com tiabendazol e iprodiona, sendo que
no caso de iprodiona, a esporulacéo é que foi afetada. Estes resultados obtidos dizem respeito
a modos de acé@o das moléculas quimicas e rotas metabdlicas de Trichoderma spp.

Kumar & Mane (2017), utilizando isolados de T. viride e T. harzianum encontraram
inibicdo de 100% com tiram e carbendazim. Porém, certa compatibilidade foi observada com
0 inseticida fosetyl AL, registrando crescimento de 1,3 a 57,59%. Kumar et al. (2018) nédo

obtiveram sucesso com T. viride cultivados em presenca de fungicidas a base de tiofanato,
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carbendazim e mancozebe + carbendazim (inibi¢cdes de 81,8 a 94,3%), nas concentracdes de
50, 100 e 150 ppm. Esses resultados corroboram os obtidos neste trabalho, com respeito ao
tiabendazol do mesmo grupo quimico que carbendazim. Carbendazim tem sido citado por
diversos pesquisadores como toxico a Trichoderma sp., mesmo em concentracdes baixas
(Silva et al., 1999; Malathi et al., 2002; Hetong et al., 2008; Nallathambi et al., 2009).

Shovan (2012) demonstrou uma alta sensibilidade, em termos de germinacdo de
conidios de T. atroviride, mas T. asperellum ndo se mostrou sensivel a baixas concentracdes
de um fungicida a base de boscalida + piraclostrobina. O isolado T. asperellum — CEN512
ndo se mostrou sensivel a nenhuma das concentracdes de boscalida. Alias, todos os isolados
testados alcancaram crescimento micelial vegetativo e esporulacdo satisfatoria e homogénea
na presenca deste ingrediente ativo.

Os isolados de Trichoderma trabalhados neste capitulo foram os mesmos utilizados no
capitulo anterior (Cap. 3). A diversidade na atuacdo destes isolados contra os fitopatdgenos S.
sclerotinia, S. rolfsii, F. oxysporum f. sp. lactucae raca 1, R. solani e P. ultimum; que
demonstraram bons resultados no antagonismo, agora também demonstrou 6timos resultados
na compatibilidade com fungicidas e inseticidas quimicos in vitro, recomendados a cultura da
alface. Além do controle de doencas propriamente dito, muitas linhagens de Trichoderma sédo
capazes ainda, de degradar moléculas de fungicidas quimicos, tornando o uso simultaneo de
fungicidas quimicos e bioldgicos uma pratica promissora, considerando 0 manejo integrado
de doencas e a busca por melhor qualidade do ambiente (Alvarenga et al., 2007; Melo et al.,
2001).

Estes estudos servem para reforcar a aplicabilidade conjunta de produtos quimicos com
agentes de biocontrole. Vale ressaltar que, um incentivo a reducdo de uso de moléculas

quimicas é justamente a comprovacao da capacidade do agente antagonista em sobreviver a
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esses produtos, contribuindo para a eficacia alcancada no controle de fitopatdgenos, sem

maiores prejuizos ambientais.

4.5. CONCLUSOES

v Os meios de cultura CMD, BDA, V8 e SDAY foram os que obtiveram maior
aspecto da esporulacdo. Entretanto somente o BDA foi escolhido para a
realizacdo dos testes de compatibilidade in vitro com produtos quimicos.

v Todos os isolados foram compativeis a maioria dos ingredientes ativos, nas
condigdes testadas, com excecao apenas ao tiabendazol.

v" O isolado Trichoderma - CEN1441 foi o Unico compativel em 100% das doses
com procimidona.

v Os isolados T. koningiopsis - CEN1452 e T. virens - CEN507 alcangaram 0s
menores indices de inibicdo do crescimento micelial nas doses de procimidona.

v Apenas nos ensaios com iprodiona houve alteracdo da morfologia das coldnias,

exceto com o isolado Trichoderma sp. — CEN1441.
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CAPITULO 5

Reacdo de cultivares de alface a
aplicacao de Trichoderma spp. visando
a promocao de crescimento
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RESUMO

Os efeitos benéficos de Trichoderma spp. em plantas compreendem caracteristicas como a
capacidade de antagonizar fitopatdgenos, incluindo os habitantes do solo por uma combinagéo
de lise enzimética, secrecdo de antibidticos e competicdo por espago e substratos. O fungo
Trichoderma também pode interagir intimamente com raizes de plantas, colonizando as
camadas externas da epiderme, atuando como oportunistas e simbiontes de plantas. Desta
forma, tais organismos podem promover o crescimento vegetal, incrementando a massa de
raizes e partes aereas. O objetivo deste estudo foi averiguar o efeito da aplicagdo de
Trichoderma spp. em trés cultivares de alface (BRS Lélia, BRS Leila e BRS Mediterranea)..
As suspensdes de Trichoderma foram preparadas com a concentracéo de 1,0 x 10" conidios/
mL e aplicadas no momento da semeadura, junto as sementes no sulco de plantio do vaso. Os
isolados de Trichoderma utilizados promoveram crescimento nas mudas tratadas, em relacéo
as testemunhas. A cultivar BRS Leila apresentou incremento de 44, 45, 15 e 23,94% nas
variaveis: massa fresca de raiz e de parte aérea, altura de planta e comprimento de raiz, com
T. virens, T. koningiopsis e T. harzianum. Para ‘BRS Lélia’ os valores foram de 30, 36,71,
13,72 e 13,33% com T. asperellum e T. asperelloides e para a cultivar BRS Mediterranea
foram de 75, 78,45, 44,37 e 40,61%, considerando-se as mesmas variaveis, com aplicacdo de
T. virens, T. asperellum e T. asperelloides. O isolado T. virens - CEN507 foi o que mais
contribuiu para o incremento das variaveis e a cultivar BRS Mediterranea respondeu melhor
as inoculagbes dos isolados de Trichoderma, enquanto ‘BRS Lélia’ apresentou o menor
desempenho nas condicOes testadas.

Palavras-chave: controle biol6gico, gendtipos de alface, fungos antagonistas, Lactuca sativa,
microbiolizacéo.

ABSTRACT

The beneficial effects of Trichoderma spp. in plants include characteristics such as the ability
to antagonize phytopathogens, including soil inhabitants by a combination of enzymatic lysis,
antibiotic secretion and competition for space and substrates. The fungus Trichoderma can
also interact closely with plant roots, colonizing the outer layers of the epidermis, acting as
plant opportunists and symbionts. Thus, such organisms can promote plant growth by
increasing the mass of roots and aerial parts. The aim of this study was to investigate the
effect of Trichoderma spp. in three lettuce cultivars (BRS Lélia, BRS Leila and BRS
Mediterranea). Trichoderma suspensions were prepared with a concentration of 1.0 x 10’
conidia/mL and applied at sowing time, along with the seeds in the planting furrow pot.
Trichoderma isolates promoted growth in the treated seedlings in relation to the control. The
cultivar BRS Leila presented an increase of 44, 45, 15 and 23,94% in the variables: fresh root
and shoot mass, plant height and root length, with T. virens, T. koningiopsis and T.
harzianum. For 'BRS Lélia' the values were 30, 36.71, 13.72 and 13.33% with T. asperellum
and T. asperelloides and for the cultivar BRS Mediterranea were 75, 78.45, 44.37 and 40,
61%, considering the same variables, with the application of T. virens, T. asperellum and T.
asperelloides. The isolate T. virens - CEN507 contributed the most to the increase of the
variables and the cultivar BRS Mediterranea responded better to inoculations of Trichoderma
isolates, while 'BRS Lélia' presented the lowest performance under the tested conditions.

Key words: biological control, lettuce genotypes, antagonistic fungi, Lactuca sativa,
microbiolization.
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5.1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae, subfamilia
Cichorioideae e tribo Lactuceae (Ryder, 1999). A Asteraceae (previamente denominada
de Compositae) é a maior familia dentro das dicotileddneas e uma das mais importantes
hortalicas folhosas cultivadas no mundo. A planta tem porte herbaceo com folhas alternas
presas ao caule curto, lisas ou crespas, verdes ou arroxeadas, podendo ou ndo formar
"cabeca", a depender das inUmeras cultivares disponiveis no mercado. Seu ciclo é anual,
0 que permite o plantio durante todo o ano, em diversos sistemas de producéo, e suas
sementes podem ser aproveitadas para novos plantios (Ryder, 1999; Sala & Costa, 2016;

Azevedo Filho, 2017).

A producdo de mudas de alface é feita em sementeira. Todas as sementes
produzidas sob acdo direta do ambiente podem carregar consigo fungos e bactérias que
prejudicam a qualidade fisioldgica da semente (Marcos Filho, 2005). Na tentativa de
minimizar este processo, existem técnicas que podem prolongar a qualidade fisioldgica
da semente, dentre elas, o tratamento de sementes. O tratamento de sementes pode ser
definido como a aplicacdo de produtos com o propdésito de proteger a semente do ataque
de pragas e patdgenos ou melhorar a sua capacidade de produzir uma planta normal
(Embrapa, 2005). Outros autores definem como sendo a aplicagdo de processos e
substancias que preservem ou aperfeicoem o desempenho das sementes, permitindo que
as culturas expressem todo seu potencial genético. Inclui a aplicacdo de defensivos
(fungicidas, inseticidas), produtos bioldgicos, inoculantes, estimulantes, micronutrientes,
entre outros, ou a submissao a tratamento térmico ou outros processos fisicos (Menten &
Moraes, 2010). Dentre os produtos bioldgicos e estimulantes, estdo produtos a base de

Trichoderma spp.
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O género Trichoderma apresenta espécies que exercem antagonismo contra varios
fungos fitopatogénicos, por diversos mecanismos de acdo, por isso vem sendo
amplamente estudados como agentes de biocontrole. Promocdo de crescimento vegetal, é
um mecanismo de controle bioloégico indireto, pelo qual a acdo desses fungos traz
melhoria na germinacdo e sanidade de sementes (Ethur et al., 2006), incrementando
também o desenvolvimento de raizes e partes aéreas e tornando as plantas mais
resistentes a invasdo por fitopatdgenos. Efeitos positivos na utilizacdo de Trichoderma
como promotor no crescimento de plantas foi relatado por varios pesquisadores, em um
numero consideravel de espécies agricolas (Monte, 2001; Lucon, 2009; Junges et al.,

2016).

Trichoderma pode ser encontrado em diversos ambientes e ha isolados capazes de
estabelecer interacBes simbidticas com as raizes das plantas, possibilitando aumento na
qualidade e na producdo de biomassa, através da sintese de substancias estimuladoras de
crescimento, como fitohormonios, aumento na disponibilidade de nutrientes pela
solubilizacdo de minerais por seus metabdlitos secundarios, estimulo na absorcdo desses
nutrientes presentes no solo (Harman et al., 2004), reduzindo os gastos com adubacao.
Diante do exposto, 0 objetivo deste ensaio foi analisar o efeito de Trichoderma spp. em

diferentes cultivares de alface, aplicados no sulco de plantio.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Cultivares de alface e isolados de Trichoderma utilizados

Foi escolhido as cultivares representantes do tipo varietal crespa por causa dos seus
desempenhos no Capitulo 2. Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo com 0s
mesmos isolados de Trichoderma utilizadas nos capitulos anteriores (Cap 3. e Cap 4.), e com

as cultivares de alface BRS Leila, BRS Lélia e BRS Mediterranea. Os isolados foram
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multiplicados em placas de Petri conforme descrito nos capitulos anteriores e incubados em
estufa incubadora BOD (Nova Técnica®) por sete dias. Apos este periodo, as placas foram
retiradas, levadas a cdmara de fluxo continuo e tiveram suas suspensdes de esporos obtidas
pela raspagem, em agua destilada autoclavada, da superficie do meio colonizada pelo fungo.
As suspensdes fungicas foram coletadas em tubo falcon e submetidas a agitacdo em vortex
para a dispersdo de esporos e homogeneizacdo. Uma aliquota de 200 pL dessa suspensao

homogeneizada foi acondicionada em camara de Neubauer, para contagem dos esporos.

5.2.2. Testes de promocao de crescimento in vivo

As suspensdes de Trichoderma spp. coletadas como descrito no paragrafo anterior
tiveram a concentragdo de esporos ajustada para 1 x 10" conidios por mL. Vasos de um 1.000
mL de capacidade, contendo substrato autoclavado, foram inoculados com 2 mL de
suspensdo, com o auxilio de pipeta, no momento da semeadura. Os vasos foram distribuidos
ao acaso nas bancadas da casa de vegetacdo e movimentados a cada 10 dias. Manteve-se uma
planta por vaso. As variaveis altura de planta, comprimento de raiz, massa fresca de raiz e de
parte aérea foram avaliadas ao final de 30 dias apds a semeadura, com o auxilio de uma régua

milimetrada e uma balanca de precisdo (Adaptado Junges et al., 2016).

5.2.3. Delineamento experimental e Analise estatistica

O ensaio foi composto por 15 tratamentos, constituidos pelas trés cultivares e cinco
isolados de Trichoderma (CENO1, CEN507, CEN512, CEN1433 e CEN1452), com cinco
repeticdes cada, arranjados em esquema fatorial 3 x 5, em distribuicdo inteiramente ao acaso.
As variaveis peso fresco de raiz e de parte aérea, altura da planta e comprimento de raiz foram
analisadas com o modelo ANOVA e as médias comparadas com ajuste de p-valor pelo teste
de Tukey. Nestas analises, foi utilizado o pacote Emmeans do software R (Burnhan &

Anderson, 2002).
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5.3. RESULTADOS

Aos 30 dias apos a instalacdo do experimento, as plantas de alface foram coletadas e foi
possivel verificar diferenca na massa fresca de raiz, massa fresca de parte aérea, altura da
planta e comprimento de raiz, com resultados diferentes entre as cultivares e isolados
testados. O melhor desempenho em termos de massa fresca de raiz para a cultivar BRS Leila
foi obtido com o isolado T. virens - CEN507 com média de 11,97 g, e incremento aproximado
de 44% em relagdo a testemunha (Tabela 17). Para a cultivar BRS Lélia ndo houve diferenca
estatistica entre os isolados utilizados, cujas medias ficaram entre 7,43 a 9,92 g. J& para a
cultivar BRS Mediterranea, novamente o isolado T. virens - CEN507 foi superior com média
13, 28 g. Contudo, esse nédo diferiu estatisticamente de T. koningiopsis - CEN1452, que
apresentou média de 9,94 g. Este, por sua vez, ndo diferiu significativamente dos isolados
T.harzianum - CENO1, T. asperelloides - CEN1433 e T.asperellum - CEN512, com médias de

7,26, 7,88 e 8,60 g, respectivamente.

Tabela 17. Massa fresca de raiz (M.F.R) (g) de diferentes cultivares de alface aos 30 dias

apos inoculacdo (DAI) com Trichoderma spp. (Brasilia, Distrito Federal, 2018)

Isolado de M.F.R por cultivar (g)

Trichoderma ‘BRS Leila’ ‘BRS Lélia’ ‘BRS Mediterranea’
T. harzianum - CENO1 6,80+1,66b 9,15+2 71a 7,26+2,27bc

T. virens - CEN507 11,97+3,38a 7,43+£3,13a 13,28+2,01a

T. asperellum - CEN512 7,90+1,19ab 9,92+1,77a 8,60+1,33b

T. asperelloides - CEN1433 8,18+2,37ab 8,85+2,03a 7,88+2,99b

T. koningiopsis - CEN1452 8,30+2,23ab 8,563+2,22a 9,94+1,22ab
Testemunha 6,72+2,38b 6,96+3,05a 3,30+1,79c

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente a nivel de 5

% pelo teste Tukey.

Para a massa fresca de parte aérea, ndo se verificou diferenca significativa entre os

isolados de Trichoderma testados, nas cultivares BRS Leila e BRS Lélia. Ja a cultivar BRS
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Mediterranea apresentou melhor resposta em termos de incremento de massa fresca de parte
aérea, quando inoculado com T. virens - CEN507, de aproximadamente 80% em relacdo a
testemunha, considerando a média de 20,14 g (Tabela 22). Os isolados T. asperelloides -
CEN1433, T. asperellum - CEN512 e T. koningiopsis - CEN1452 atingiram médias de 15,14,
16,30 e 16,54 g, respectivamente. O isolado T. harzianum - CENO1 foi o que apresentou o

menor desempenho com 11,66 g (Tabela 18).

Tabela 18. Massa fresca da parte aérea (M.F.P.A) (g) de diferentes cultivares de alface aos 30

dias apo6s inoculacdo (DAI) com Trichoderma spp. (Brasilia, Distrito Federal, 2018).

Isolado de M.F.P.A por cultivar (g)

Trichoderma sp. ‘BRS Leila’ ‘BRS Lélia’ ‘BRS Mediterranea’
T.harzianum - CENO1 11,62+3,46a 11,57+4,80a 11,66+3,33bc
T.virens - CEN507 13,70+2,02a 9,83+7,63a 20,14+4,66a
T. asperellum - CEN512 10,78+1,33a 15,17+5,79a 16,30+4,35ab
T. asperelloides - CEN1433 10,90£3,73a 12,58+3,05a 15,14+5,31ab
T. koningiopsis - CEN1452 12,40+1,90a 13,20+2,89a 16,54+3,69ab
Testemunha 7,48+2 52a 9,60+4,54a 4,34+2,26¢

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a nivel de 5

% pelo teste Tukey.

Para a varidvel altura de planta, novamente a cultivar BRS Mediterranea apresentou
diferenca significativa ao ser tratada com diferentes isolados de Trichoderma (Tabela 19).
Todos os isolados se agruparam de maneira similar e com comportamento superior a
testemunha, apresentando médias entre 14,04 e 16 cm de altura, com aumento variando entre
36 a 45% em relacdo a testemunha. Os resultados obtidos para comprimento de raiz foram os
mais heterogéneos entre as cultivares. Para a cultivar BRS Leila, o isolado T. harzianum -
CENO1 contribuiu para o maior crescimento, correspondente a 17,75 cm e um incremento
aproximado de 24% em relacdo a testemunha, contudo néo diferindo significativamente dos

isolados T. virens - CEN507, T. asperelloides - CEN1433, T. koningiopsis - CEN1452 e T.
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asperellum - CEN512. Estes apresentaram médias entre 15,75 a 16,50 cm, exibindo um

aumento de 14 a 19% (Tabela 19).

Tabela 19. Altura de planta (A.P) (cm) de diferentes cultivares de alface aos 30 dias apds

inoculagdo (DAI) com Trichoderma spp. (Brasilia, Distrito Federal, 2018).

Isolado de A.P por cultivar (cm)

Trichoderma sp. ‘BRS Leila’ ‘BRS Lélia’ ‘BRS Mediterranea’
T.harzianum - CENO1 13,00+0,00a 11,78+2,02a 14,04+1,44a
T.virens - CEN507 14,00+0,82a 10,28+3,25a 16,00+1.15a

T. asperellum - CEN512 11,50+1,29a 11,43+1,65a 15,30+1,10a

T. asperelloides - CEN1433 13,00+£1,41a 12,75+1,72a 15,30+1,60a

T. koningiopsis - CEN1452 14,25+0,96a 11,83+2,77a 15,06+0,44a
Testemunha 12,1040,22a 11,00£1,00a 8,90+1,02b

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a nivel de 5

% pelo teste Tukey

Conforme a Tabela 20, este grupo nédo diferiu significativamente da testemunha, com
média de 13,50 cm de comprimento de raiz. A cultivar BRS Lélia apresentou resultado
similar para todos os isolados de Trichoderma spp., ndo diferindo estatisticamente da
testemunha, ainda que o isolado T. asperellum - CEN512 apresentasse a maior média (19,50
g). O resultado inferior obtido com esta cultivar foi com o isolado T. harzianum - CENO1,

cuja média de 15,25 g, foi inferior & testemunha (16,90 g).

A variacdo no desempenho dos isolados também ocorreu com a cultivar BRS
Mediterranea, onde o isolado T. asperelloides - CEN1433 diferiu estatisticamente dos demais,
com medias de 22,06 contra 13,10 cm na testemunha, somando um incremento de
aproximadamente 40%. O isolado T. asperellum - CEN512 diferiu significativamente da
testemunha, com média de 17,02 cm, apresentando um aumento de 23% em relagéo a este

tratamento (Tabela 20).
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Tabela 20. Comprimento de raiz (C.R.) (cm) de diferentes cultivares de alface aos 30 dias
apos inoculacdo (DAI) com Trichoderma spp. (Brasilia, Distrito Federal, 2018).

Isolado de C.R. por cultivar (cm)

Trichoderma sp. ‘BRS Leila’ ‘BRS Lélia’ ‘BRS Mediterranea’
T.harzianum - CENO1 17,752, 75a 15,25+0,76b 16,24+2,15bc
T.virens - CEN507 15,75+2,22ab 18,03+2,00ab 16,58+1,43bc

T. asperellum - CEN512 16,50+1,29ab 19,50+3,27a 17,02+1,15b

T. asperelloides - CEN1433 15,75+2,22ab 17,33+0,52ab 22,06£2,12a

T. koningiopsis - CEN1452 15,75+1,50ab 17,00£1,26ab 15,46+1,34bc
Testemunha 13,50+1,94b 16,90+3,13ab 13,10+3,25¢

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a nivel de 5

% pelo teste Tukey.

5.4. DISCUSSAO

Segundo Harman et al. (2004) um dos efeitos de Trichoderma sobre a planta é a
promocdo do crescimento, o qual resulta da interacdo simbiotica estabelecida pelo fungo com
espécies vegetais. Os resultados deste estudo mostram maior peso fresco de raiz em duas das
cultivares testadas, BRS Leila e BRS Mediterranea. O potencial de Trichoderma spp. em
promover o desenvolvimento de raizes de plantas tem sido relatado em outras culturas de
importancia agricola, além da alface, como mamoeiro, soja, milho, eucalipto, pepineiro e
pimentdo (Carvalho Filho, 2008; Tavares, 2009; Fontenelle et al., 2011; Silva et al. 2016).
Yedidia et al. (2001) sugerem que este efeito nas raizes é devido ao aumento proporcionado a
area radicular. Raizes mais desenvolvidas permitem que as plantas explorem um volume

maior de solo e consequentemente absorvem maior quantidade de nutrientes disponiveis.

Em relacdo & massa fresca de parte aérea, apenas a cultivar BRS Mediterranea
apresentou aumento significativo em comparacdo com a testemunha. Este efeito benéfico de
Trichoderma é de grande importancia para o aumento da produtividade da alface, visto que o

produto final comercializado sdo as folhas. A aplicagdo de Trichoderma spp. logo no
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momento da semeadura, resultou na promocao de crescimento inicial de plantas de alface.
Fisiologicamente o crescimento inicial € 0 momento onde a planta necessita de maior
incremento em folhas e caules, para a formacdo de toda maquinaria fotossintética (Taiz &

Zeiger, 2006).

O melhor desempenho de altura de planta obtido com cultivar BRS Mediterranea esta
proximo aos valores verificados no estudo conduzido por Silva et al. (2015), que alcangaram
incremento de 34% em relacdo a testemunha, com a cultivar Regina, utilizando isolados desse
fungo. A habilidade de Trichoderma em promover ganhos de altura de plantas tém sido
atribuidas a producdo de hormdnios e a maior eficiéncia no aproveitamento de nutrientes

(Lucon, 2009).

Outro mecanismo de acdo que fungos do género Trichoderma sobre as plantas é a
producdo de compostos organicos volateis, que tém sido relacionadas com a promocao de
crescimento de plantas. Lee et al. (2016) identificaram varios terpenos derivados de
Trichoderma, comprovadamente promotores de crescimento em plantas. A exposicdo de
Arabidopsis thaliana a esses compostos induziram o aumento da biomassa vegetal (de 31 a
46%) e no teor de clorofila (82 a 89%) em comparacdo com as plantas ndo expostas a esses
compostos de Trichoderma. Além disso, 0s autores observaram que essas mudancgas mediadas
por tais compostos sdo espécies-especificas e dependentes do isolado de Trichoderma

utilizado.

Os dados obtidos de acréscimo de comprimento radicular em plantas de alface estdo em
conformidade com Silva et al. (2015). Estes autores sugeriram que Trichoderma atua como
promotor de crescimento radicular, quando obtiveram ganhos de até 1,58 cm em comparacao
com as médias da testemunha, aos 21 dias ap6s a semeadura. De acordo com Altomare et al.

(1999), no solo os nutrientes sofrem equilibrio dinamico de solubilizacéo e insolubilizacdo,
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influenciado pela microflora, que afeta diretamente a absorcéo destes pelas raizes das plantas.
Estes autores postulam que o crescimento vegetal promovido por Trichoderma pode decorrer

da capacidade de solubilizacdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas.

Estudos abordando o fungo Trichoderma em relacdo ao crescimento vegetativo e
incremento de producdo de plantas tem aumentado, principalmente pelo fato de que estes
possuem substancias que podem aumentar o desenvolvimento radicular, fazendo com que a
planta absorva melhor os nutrientes essenciais para o seu crescimento. Ousley et al. (1993)
observaram que alguns isolados de Trichoderma inibem a germinagéo de sementes de alface,
mas também promoveram o crescimento das plantas, isto podendo depender também do
isolado e do método de preparacdo e aplicacdo do indculo.

Os efeitos benéficos de Trichoderma spp. em plantas compreendem caracteristicas
como a capacidade de antagonizar patégenos habitantes do solo por uma combinagdo de lise
enzimatica, secrecdo de antibidticos e competicdo por espaco e substratos. Além disso, é
conhecido que alguns isolados de Trichoderma interagem intimamente com raizes de plantas,
colonizando as camadas externas da epiderme, e atuando como oportunistas e simbiontes de
plantas (Shoresh et al, 2010).

Segundo Cordier & Alabouvette (2009), a introducdo de antagonistas no solo provoca
alteracbes na microbiota; Longa et al. (2009) afirmam que a aplicacdo de agentes
biocontroladores no ambiente do solo pode afetar temporariamente a densidade das
populagdes naturalmente encontradas nesses ambientes. Para Benitéz et al. (2004), a
habilidade de se desenvolver numa ampla faixa de pH é um importante componente das
complexas caracteristicas de Trichoderma spp., fazendo com que o antagonista se sobressaia
sobre o restante dos microrganismos ali presentes e que ndo possuem a capacidade de

adaptacdo a uma ampla faixa de pH.
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Vaérios fatores, como disponibilidade de agua e tipo de solo, temperatura, umidade,
nutrientes, matéria organica e pH do solo influem no crescimento de Trichoderma spp. A
resposta do fungo a estes fatores € pouco conhecida, podendo ocasionar oscilacdo de
desempenho no controle de doencgas em diferentes locais e épocas do ano (Howell, 2003). Nos
casos onde o agente de controle bioldgico apresente resultados inconsistentes em campo, uma
abordagem integrada, como a combinagdo de controle de doencas de plantas com aspectos
agrondmicos favoraveis a producdo vegetal, pode melhorar a eficiéncia do isolado de
Trichoderma utilizado (Spadaro & Gullino, 2005).

Os resultados alcangados até aqui, demonstram a importancia e a diversidade do uso de
fungos do género Trichoderma. Os isolados destes antagonistas escolhidos tiveram sua
eficiéncia comprovada nos testes de pareamento de culturas contra fitopatdgenos e na
compatibilidade com fungicidas e inseticidas quimicos, in vitro. Adicionalmente, estes
isolados contribuiram para a promocdo de crescimento de plantas de alface (cultivar BRS
Leila) em casa de vegetacdo ap6s 30 de inoculacdo do fungo. Estes resultados devem
contribuir ainda mais para o conhecimento do controle bioldgico de doencas de plantas, por

mecanismos diretos e indiretos de Trichoderma.

5.5. CONCLUSOES

v' O isolado CEN507 foi o que mais contribuiu para o incremento das varidveis
analisadas.
v A cultivar BRS Mediterranea foi a que melhor respondeu entre as cultivares e BRS

Lélia a pior, porem com incremento em todas as variaveis.
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As doencas de plantas precisam ser controladas, haja vista a demanda por qualidade e a
abundancia de alimentos para a populacdo, em todo o mundo. Diferentes abordagens podem
ser usadas para prevenir, mitigar ou controlar doencas de plantas, incluindo praticas
agrondmicas e de sanitacdo. Entretanto, os produtores muitas vezes dependem fortemente de
fertilizantes e produtos quimicos, ainda que todo sistema de producdo tem suas excecdes e

limitagOes ao uso dos mesmos.

Diante desse fato, o controle de fitopatdgenos presente no solo continua sendo um
desafio para pequenos e grandes produtores. Mas, com 0 avanco da pesquisa na agricultura,
fomentado por 6rgdos governamentais (empresas estatais e universidades) e em alguns casos
por iniciativas privadas, novas tecnologias tém sido inseridas no mercado produtivo. Dentre
estas, destacam-se os produtos de base bioldgica, principalmente os agentes de biocontrole,

entre 0s quais se inserem os fungos do género Trichoderma.

O efeito de Trichoderma no desenvolvimento de plantas tem importantes implicacGes
econbmicas, tais como diminuir o periodo de crescimento e, portanto, de permanéncia das
mudas nos viveiros, melhoria do vigor de plantas, aumento da produtividade e tolerancia a
estresses bidticos e abidticos. Ainda sobre este fungo, existe uma variabilidade intraespecifica
muito grande, comprovada por varios autores na literatura, a ser explorada. Vale, portanto,
dizer que o sucesso no controle bioldgico depende em grande parte da escolha da linhagem do

fungo e do conhecimento de suas interacdes com a espécie vegetal de interesse.

A respeito de ensaios com produtos quimicos, € importante frisar que eles devem estar
registrados para a cultura testada no MAPA. A busca por isolados de Trichoderma
compativeis com moléculas quimicas, devem sempre utilizar o produto comercial puro e

tomar por base a dose comercial recomendada para o controle do fitopatdgeno estudado. Isso
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faz com que as respostas sejam mais claras quanto a capacidade do isolado de crescer e

esporular quando este é inoculado em meio BDA suplementado com tais produtos.

A medida que os bancos genéticos e colegBes de culturas existentes no pais forem
explorados, novas espécies e linhagens procedentes dos diferentes nichos com potencial de
biocontrole serdo descobertas e disponibilizadas para o desenvolvimento de bioprodutos.
Caracterizacédo e avaliacdo do potencial de uso, aliadas aos estudos de compatibilidade com
produtos quimicos nas diversas interaces plantas hospedeiras, patdgenos e agentes de
biocontrole, certamente dara novos insights sobre a utilidade desses agentes de biocontrole na

agricultura moderna.
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Todas as hipdteses foram respondidas e os objetivos foram alcancados com sucesso,
embora os resultados esperados no controle da murcha-de-esclerdcio (S. rolfsii) em casa de

vegetacdo, com o uso de T. asperelloides e T. koningiopsis, ndo tenham se confirmado.

As sementes de alface representantes dos grupos varietais: americana, lisa e crespa foi
submetida aos testes de germinacdo por diferentes métodos. Os métodos testados, agar-agua,
papel Germitest e papel filtro, se mostraram eficientes na germinacdo das sementes, sem
causar nenhum dano ao desenvolvimento de plantulas, apés 10 dias de incubacéo a 26 °C. E
importante lembrar que, em ensaios envolvendo sementes, os testes de germinagdo devem
preceder quaisquer testes, evitando lotes de sementes de baixo potencial germinativo e,
também, testes em sementeiras, quando se tratarem de sementes provenientes de bancos de
germoplasmas ou com prazo de validade expirada, em especial tratando-se da alface, que

exige o transplante das mudas para 0 campo ou canteiros definitivos.

Todos os isolados dos fungos fitopatogénicos advindos de campos de producdo de
alface e feijoeiro de diferentes regides do Brasil, foram patogénicos a cultura da alface.
Porém, estes isolados apresentaram diferentes percentuais de danos as sementes das cultivares
testadas. As cultivares Mauren e Vitoria de Santo Antdo foram as mais afetadas e a cultivar
BRS Leila a menos afetada, quando inoculadas artificialmente com os isolados dos fungos
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, Rhizoctonia
solani e Pythium ultimum, em placas de Petri. O patdgeno que mais causou danos foi S.
rolfsii, considerando-se ambos os isolados. Ensaios de patogenicidade in vitro demonstraram
ser viaveis para avaliar a germinacdo de sementes de alface na presenca de fungos

fitopatogénicos. Esta técnica pode ser utilizada para testar outras espécies vegetais.

Os isolados de Trichoderma utilizados no pareamento de culturas in vitro apresentaram

diversidade no antagonismo aos isolados de fungos fitopatogénicos advindos de diferentes
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cultivos de alface e feijoeiro. Todos os antagonistas foram capazes de reduzir o crescimento
micelial dos fitopatdgenos testados. Porém, os isolados dos patdgenos R. solani — RHI23 e P.
ultimum — PYT555, também foram competidores no meio BDA e ndo foram inibidos
completamente em alguns confrontos. O isolado do antagonista que mais se destacou nos

pareamentos de cultura foi T. asperellum — CEN512.

Os resultados alcancados com isolados de T. asperelloides (CEN1433) e T. koningiopsis
(CEN1452) selecionados para os testes de casa de vegetacdo para suprimir a murcha-de-
esclerdcios (S. rolfsii) em mudas de alface, ndo foram eficientes, mesmo diante a aplicagdo de
diferentes quantidades da suspensdo de conidios/mL, ao substrato infestado com S. rolfsii—
CEN1531. Contudo, a sobrevivéncia de 50% das mudas tratadas com 20 e 25 mL de T.
asperelloides — CEN1433 pode ser um indicativo de que uma maior quantidade do
antagonista presente no substrato infestado com este patdgeno pode contribuir para a
sobrevivéncia das mudas de alface nas condicdes testadas. Portanto, 0os ensaios em casa de

vegetacdo devem ser mais aprofundados.

Observacdes do desenvolvimento das col6nias de Trichoderma spp. em diferentes
meios suplementado com diferentes fontes de carbono e nitrogénio foi suficiente para
averiguar o aspecto colonial e contribuiram para a escolha do meio BDA para a
suplementacdo com produtos quimicos, nos testes de compatibilidade in vitro. Nesses estudos
de compatibilidade, todos os isolados foram eficientes em colonizar o meio BDA
suplementados com boscalida, iprodiona e imidacloprido, mesmo na presenca de doses mais
elevadas do ingrediente ativo. Somente o isolado Trichoderma sp. — CEN1441 demonstrou
ser 100% compativel com os ingredientes ativos testados, exceto com tiabendazol, com o qual
nenhum isolado foi compativel. Estudos de compatibilidade entre Trichoderma spp. e

produtos quimicos também devem incluir testes em campo.
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Nos ensaios para observar a reacdo das sementes das cultivares de alface BRS Lélia,
BRS Mediterranea e BRS Leila inoculadas com Trichoderma spp., todos os isolados
demonstraram capacidade de promover 0 aumento de massa fresca de raiz e de parte aérea,
altura de planta e comprimento de raiz. Entretanto, as cultivares BRS Leila e BRS Lélia
sofreram um descrécimo de altura e comprimento de raiz, quando tratadas com T. asperellum
— CEN512 e T. harzianum - CENO1, respectivamente, em relacdo a testemunha nao
inoculada. A cultivar BRS Mediterranea foi a que apresentou melhores respostas quanto a
aplicacdo dos isolados, destacando-se o isolado T. virens — CEN507, como promotor de

crescimento desta cultivar.
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ANEXO 1.

Tabela 21. Componentes e modo de producdo dos meios de cultura utilizados nos ensaios do Capitulo 4.

Meio de cultivo

Componente

Quantidade (g e mL)

Uso

Agar-Agua Agar 20g Germinacdo de esporos e para iscas e fragmentos de tecidos lesionados para
Agua destilada 1000 mL organismos menos exigentes
Batata-dextrose-4gar  Extrato de batata 19,59 Suporta crescimento para a maioria dos fungos, para isolamento e
(BDA sintético) Agar 29 manutencdo de culturas.
Merck KGaA Agua destilada 500 mL
V8 20% (Suco de Suco V8 200 mL Crescimento e esporulacdo de varias espécies de fungos.
vegetais) Campbell’s CaCOs; 39
Agar 20g
Agua destilada 1000 mL
Agar Czapec Dox Sacarose, agar, nitrato de sodio, 40g Cultivo de fungos filamentosos, bolores e leveduras.
(Semi-sintético) fosfato dipotassico, sulfato de
Himedia magnésio, cloreto de potassio,
sulfato de ferro
Agua destilada 1000 mL
Martin  (Modificado Fosfato de potassio 1lg Seletivo para contagem de fungos em amostras de solo. Também seletivo
por Hameehin, 1984) Sulfato de magnésio 05¢g para o isolamento de fungos do género Trichoderma. Inibidor de fungos com
Dextrose 10¢ crescimento rapido.
Peptona 5¢g
Rosa de Bengala 0,03¢g
Agar 159
Clorophenicol 0,250 g
Agua destilada 1000 mL
Malte-Agar Extrato de malte 259 Deteccdo, isolamento e contagem de leveduras e bolores.
Agar 20g
Agua destilada 1000 mL
Extrato de malte Maltose 20 g Deteccdo, isolamento e contagem de leveduras e bolores.
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Agar Dextrose 20 g

Peptona 1g

Agar 20 g

Agua destilada 1000 mL
Cornmeal  dextrose Farinha de milho (fubd) 50¢ Cultivo de fungos e demonstracéo de clamidosporos
agar Dextrose 29

Agar 159

Agua destilada 1000 mL
Sacarose  nutriente Fosfato de potassio 1g Morfologia e caracterizacdo de fungos.
agar Nitrato de potassio 1g

Sulfato de magnésio 05¢g

Cloreto de magnésio 059

Glucose 0,2¢g

Sacarose 029

Agar 20 g

Agua destilada 1000 mL
Murashige & Skoog  Com macronutrientes, 4,439 Morfogénese, cultura de meristemas e regeneracao de plantas.
(Sintético)  Caisson micronutrientes, vitaminas e
Labs glicina, conforme descrito por

Murashige e Skoog, 1962.

Agar 12 g

Agua destilada 1000 mL
Sabouraud Dextrose Peptona 10¢ Cultivo de leveduras, bolores e microrganismos aciduricos. Ideal para
Agar 4% Dextrose 409 crescimento de fungos fitopatogénicos

Extrato de levedura 10¢

Agar 209

Agua destilada 1000 mL

Fonte: Zauza, Alfenas & Mafia, 2007.
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ANEXO 2.

Tabela 22. Dados gerais, composicéo, classificacdo e indicacdo dos produtos fitossanitarios

utilizados neste estudo.

Produtos utilizados Ingrediente Grupo Indicacdo de uso
ativo (i.a) Quimico (GQ)
Evidence® Imidacloprido  Neonicotindide  Bemisia tabaci raca B e
Dactynotus sonchi

Provado 200 SC® Imidacloprido  Neonicotindide ~ Myzus persicae, Thrips

tabaci e Frankliniella
schultzei

Rovral SC® Iprodiona Dicarboximida S. sclerotiorum

Sialex 500 Procimidona  Dicarboximida S. sclerotiorum

Cantus® Boscalida Piridina- Botrytis cinerea e S.

carboxamida sclerotiorum
Tecto SC® Tiabendazol Benzimidazol Fusarium oxysporum

Fonte: Agrofit, FRAC e IRAC, 2019.
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ANEXO 3.

Tabela 23. Dados gerais das cultivares de alface utilizada nos ensaios de germinac&o por diferentes métodos (Agar-agua, papel filtro e papel
Germitest), patogenicidade in vitro (Capitulo 2), na avaliagdo de Trichoderma spp. na supressao da podriddo de raizes em casa de vegetacdo
(Capitulo 3) e na aplicacdo de Trichoderma spp. visando a promocéo de crescimento (Capitulo 5).

Cultivares Tipo Varietal e coloragdo  Dados agrondmicos principais

‘Rubi’ Mimosa e roxa Cultivo o ano todo, todas as regides, sub e tropical, sol pleno, todas as estacdes e 70
dias. Fonte: https://www.tocadoverde.com.br/alface-rubi-mimosa.html

‘Veneza’ Crespa e verde-roxa Cultivo o ano todo, em especial no verdo, resisténcia ao pendoamente precoce. Fonte:
http://www.cientifica.org.br/index.php/cientifica/article/viewFile/259/146

‘Laurel’ Americana e verde Cultivo de verdo, alta resisténcia a doencas foliares e ciclo de 70-80 dias. Fonte:
https://www.horticeres.com.br/produtos/folhosas/alface/alface-laurel

‘Donna’ Romana e verde escura Cultivo o ano todo, excelente uniformidade e boa formacéo de cabeca, ciclo de 80 dias.
Fonte: http://www.plantseed.com.br/produtos/premium/semente-alface-romana-
donna.php

“Veronica’ Crespa e verde Cultivo o ano todo, em especial no verao, resisténcia ao pendoamente precoce. Fonte:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/783588/1/cot75.pdf

‘Raider Plus’ Amerina e verde Cultivo o ano todo, resisténcia a Tip-burn, toleréncia ao pendoamento e ciclo de 75-80

dias. Fonte: https://www.mercadodasemente.com.br/produto/267/semente-alface-
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americana-raider-plus-5-000-sementes---seminis

‘Vanda’

Crespa e verde

Cultivo o ano todo, resistente a deficiéncia de Ca e LMV-II com ciclo de 55 dias.
Fonte:  https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-1080737950-sementes-alface-crespa-
vanda-sakata-7500-sementes-_JM

‘Vitéria de Santo Antao’

Lisa e verde

Cultivo o ano todo, tolerante ao calor e ao espigamento, com ciclo de 60-70 dias.
Fonte: https://www.biosementes.com.br/loja/item/Alface-Vitoria-de-Santo-Antao-
%28Manteiga%29-10-g-sementes.html

‘Regina’

Lisa e verde-clara

Cultivo o ano todo, tolerante ao pendoamento precoce, indicada para hidroponia,
resistente ao LMV, com ciclo de 70 dias. Fonte:

https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-704547615-semente-de-alface-lisa-regina-500-
peletizada-10000-sementes-_JM?quantity=1

‘Gizele’

Crespa e verde-clara

Cultivo o ano todo, tolerancia ao pendoamento precoce e LMV, com ciclo de 70 dias.

Fonte: http://www.plantseed.com.br/produtos/premium/semente-alface-crespa-gizele.php

‘Elisa’

Lisa e verde-clara

Cultivo o ano todo, resisténcia ao LMV-1l e pendoamento, também indicada para
hidroponia e ciclo de 58 dias. Fonte: https://www.tocadoverde.com.br/sementes-

organica-alface-lisa-elisa.html

‘Mauren’

Americana e verde

Cultivo o ano todo, indicada para hidroponia, tolerante ao LMV e mildio, ciclo de 65-
75  dias. Fonte:  https:/produto.mercadolivre.com.br/MLB-1053677624-alface-

americana-mauren-1000-sementes-peletizadas-_JM
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‘Hanson’

Crespa repolhuda e verde-

clara

Cultivo o ano todo e ciclo de 70-90 dias. Fonte: https://isla.com.br/produto/Alface-
Hanson-Crespa-Repolhuda/29

‘BRS Lélia

Crespa e verde oliva

Cutlivo o ano todo, tolerante a deficiéncia de Ca e altas temperaturas, a Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae (raca 1), Meloidogyne incognita e M. javanica e LMV, ciclo
de 35-45 dias.
Fonte:https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/162554/1/digitalizar0208.pdf

‘BRS Mediterranea

Crespa e verde oliva

Cultivo o ano todo, tolerante ao calor, bons niveis de resisténcia a Meloidogyne
incognita e M. javanica e LMV, vciclo de 35-45 dias. Fonte:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/162555/1/digitalizar0207.pdf

‘BRS Leila’

Crespa e verde-clara

Cultivo o ano todo, tolerante a deficiéncia de Ca e florescimento precoce, resistente a
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (raca 1), Meloidogyne incognita e M. javanica e
LMV, ciclo de 35-45 dias. Fonte:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/160741/1/digitalizar0195.pdf
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