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RESUMO

A podriddo por esclerécio (Sclerotium rolfsii) esta entre as doengas mais importantes
do alho (Allium sativum) e da cebola (A. cepa). Em paises de clima frio ha relatos de perdas
entre 10% a 65%, enquanto em paises de clima tropical estas perdas podem atingir 100%. O
patégeno tem uma ampla gama de hospedeiros, sendo capaz de infectar mais de 500 espécies
vegetais. O fungo se propaga por estruturas de resisténcia, esclerécios, que podem sobreviver
por varios anos no solo, além de serem facilmente levadas pela agua e movimentacdo de
pessoas e equipamentos. Alguns métodos de controle tém sido relatados contra a doenca, por
exemplo: o quimico por meio de fungicidas (tebuconazole, thiram, procimidone), o fisico com
solarizacao (cobertura do solo com lonas e coletores solares), o cultural por meio da adicdo de
matéria organica que promove o aumento da populacdo dos microorganismos benéficos e o
bioldgico com a inoculacdo de organismos antagbnicos aos patdgenos. Ha necessidade de
melhoria do manejo da doencga, devido a dificuldade de controle do patégeno e o interesse
ambiental de diminuicdo a cada dia da utilizacdo de produtos quimicos. Assim, o objetivo
principal neste estudo foi avaliar produtos comerciais a base de Trichoderma no controle da
podriddo do alho e cebola. Primeiramente, foi avaliada a eficiéncia de T. harzianum comercial
em relacdo a fungicidas (procimidona e tiofanato metilico) por teste de germinacdo de
esclerdcios (solo em caixas plasticas) em laboratério e por teste in vivo com plantas de alho
em casa de vegetagdo. Em uma segunda parte do estudo foi avaliado a eficiéncia de T.
harzianum e T. asperellum em campo experimental de cebola inoculado artificialmente com
S. rolfsii. Em todos os trabalhos os produtos a base de Trichoderma foram superiores aos
fungicidas. Nos testes in vivo com plantas de alho observou-se (a) um menor nimero de
plantas infectadas, (b) aumento de massa seca de raiz e parte aérea em relacdo a testemunha
com patdgeno, e; (c) menor nimero de esclerdcios capturados nos tratamentos com T.
harzianum. Nos campos experimentais de cebola o tratamento Sclerotium rolfsii + T.
harzianum apresentou a menor incidéncia, diferindo significativamente da testemunha com
patogeno. No tratamento somente com T. harzianum houve o maior ganho de produtividade
em relacdo a testemunha somente com patdgeno. O tratamento com T. asperellum também

reduziu a incidéncia da doenca e induziu ganho em produtividade da cebola.

Palavras-chave: Allium sativum, Allium cepa, Sclerotium rolfsii, Trichoderma, Controle bioldgico.



ABSTRACT

The Sclerotium rot (Sclerotium rolfsii) is one of the most important diseases of garlic
(Allium sativum) and onion (A. cepa). In cold climate countries losses between 10% to 65%,
while in tropical countries, these losses can reach 100%. The pathogen has an extensive host
range and is capable of infecting more than 500 species of plants. The fungus is spread by
resistance structures, sclerotia, which can survive in soil for years, and are easily moved by
wind, water and movement of people and equipment. Some methods of control have been
reported against the disease, for example: the chemical by fungicides (tebuconazole, thiram,
procymidone), the physical with solarization (soil covered with tarpaulins and solar panels),
the culture by the addition of organic matter promoted the increase of the population of
beneficial microorganisms and inoculation with biological organisms antagonistic to
pathogens. There is need for improved management of the disease, due to the difficulty of
controlling the pathogen and environmental interest of reduction day by day use of chemicals,
thus the main objective of this study was to evaluate commercial products based on
Trichoderma. First, we evaluated the efficacy of T. harzianum in relation to commercial
fungicides (procymidone and thiophanate methyl) per test germination of sclerotia (soil in
plastic boxes) in the laboratory and tested in vivo with garlic plants in the greenhouse. In a
second part of the study was evaluated the efficacy of T. harzianum and T.asperellum onion
trial field artificially inoculated with S. rolfsii. In all studies based products of Trichoderma
were higher than fungicides. In vivo tests with garlic plants was observed (a) a lower number
of infected plants, (b) increase in dry weight of roots and shoots compared to control with the
pathogen, and (c) captured fewer sclerotia in treatments with T. harzianum. In onion trials
field of treatment Sclerotium rolfsii + T. harzianum had the lowest incidence, differing
significantly from the control with the pathogen. In the treatment only with T. harzianum was
the largest productivity gain compared to control only with the pathogen. Treatment with T.
asperellum also reduced the incidence of the disease and led to higher productivity of the

onion.

Key word: Allium sativum, Allium cepa, Sclerotium rolfsii, Trichoderma, biological control



1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) e a cebola (A. cepa L.) sdo plantas pertencentes a familia
Alliaceae, que além de estarem situados entre as espécies vegetais mais importantes para
alimentacdo humana, possuem propriedades nutracéuticas, cuja substancia atua como
antibactericida ou protetora contra doencas degenerativas como cancer ou doencas cardiacas
(MARIOT et al., 2007; APOLINARIO et al., 2008).

Ambas as culturas sdo de elevada importancia para a econdmica mundial, e como as
demais espécies vegetais, sdo afetadas pela presenca de doencas e pragas. Entre as doencas, as
podriddes dos bulbos estdo entre as mais importantes, pois provocam perdas econdmicas na
producdo destas plantas em todo o mundo. Na Europa, as perdas podem atingir até 10%,
enguanto na Ameérica do Norte ha relatos de 65% de perdas. Ja em regides tropicais, as perdas
podem ser ainda maiores, com possibilidade de chegarem a 100% (PUNJA, 1985;
EARNSHAW et al., 2000).

A podriddo por escler6cio é causada pelo fungo S. rolfsii, tal espécie € a mais
importante do seu género, Sclerotium. Apresenta hifas septadas, finas, brancas e intensamente
ramificadas, formando um micélio abundante, cotonoso e solto. O micélio da origem aos
esclerdcios, inicialmente pequenos e de cor branca que, durante seu desenvolvimento,
escurecem, e apresentam-se esféricos ou de forma irregular. S. rolfsii sobrevive em restos de
cultura, sendo que os esclerdcios podem permanecer viaveis no solo por um periodo superior
a cinco anos. Tais esclerdcios sdo estruturas resistentes que atuam na sobrevivéncia do fungo
no solo na auséncia da hospedeira, e também como in6culo inicial da doenga. O fungo produz
micélio e esclerécios em resposta a presenca de compostos radiculares da hospedeira. O
micélio infectivo do fungo penetra na epiderme das raizes, invadindo inter e intracelularmente
0 parénquima radicular causando extensiva degradacdo dos tecidos, conseqliente murcha e
morte da planta. O patogeno produz acido oxalico fitotoxico e enzimas pectoliticas que se
difundem destruindo os tecidos da epiderme e permitindo a sua passagem para o bulbo
(PANDEY etal., 2007; GRANADOS & WANG, 2008).

A disseminacdo, na area de plantio, ocorre principalmente pela agua de chuva ou de
irrigacdo. Quando a planta é colocada junto a restos de cultura colonizados, hifas passam a se
desenvolver sobre a regido do colo da planta e, a partir dai, penetram diretamente a superficie
do hospedeiro através da agdo de toxinas e de enzimas que promovem a morte das células. A
podriddo causada por S. rolfii afeta mais de 500 espécies de plantas em cerca de 100 familias
(PUNJA, 1985; BULLUCK & RISTAINO, 2002).



Varios métodos de controle tém sido relatados para estas doencas, dentre os quais
destacam-se: os fungicidas (Captan, procimidone e thiram), fumigacao do solo com brometo
de metila, solarizacéo e estimulo da germinacao dos esclerddios pelo uso de restos culturais
de cebola, e, uso de agentes de biocontrole, dentre os quais destacam-se os fungos
Trichoderma e Gliocladium. O controle bioldgico visa diminuir a densidade do in6culo
mediante o uso de antagonistas que destruam os esclerdcios, ou evitem sua formacéo. Assim
0s objetivos dos agentes de biocontrole no ciclo da doenca incluem: a erradicacdo dos
esclerdcios presentes no solo antes do plantio, a supressdo ou degradacdo dos esclerocios
sobre as plantas infectadas e a protecédo do sistema radicular em crescimento (BLUM, 2006).

Também no biocontrole, o uso de Pseudomonas fluorescentes (P. putida e P.
fluorescens) tem sido relatado para diferentes patdgenos, incluindo fungos produtores de
esclerécios como Rizoctonia solani (Podriddo de raizes), S. rolfsii (Podriddo de hastes) e
Sclerotinia sclerotiorum (Mofo branco — podriddo de esclerotinia) (BLUM & RODRIGUEZ-
KABANA, 2004, 2006a E 2006b). Em vista do exposto o objetivo desse trabalho é verificar a
eficiéncia do controle da podriddo por Sclerotium em alho e cebola por meio do uso produtos

comerciais a base de Trichoderma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALHO (Allium sativum)
2.1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA

O alho (Allium sativum L.) é uma das espécies cultivadas mais antigas. No Brasil, é
uma das hortalicas mais consumida juntamente com a batata (Solanum tuberosum spp.
tuberosum), cebola (Allium cepa), tomate (Lycopersicon esculentum) e cenoura (Daucus
carota). Rico em amido e substancias aromaticas, o bulbo é composto por bulbilhos, os quais
sdo a parte mais utilizdvel devido seus valores nutricionais, medicinais e condimentares
(FILGUEIRA, 2008). Os efeitos farmacoldgicos do alho sdo comprovados cientificamente e,
deste forma, a espécie consta na relacdo de plantas medicinais regulamentadas pela Resolucao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC n° 17, de 24 de fevereiro de
2000. Segundo APOLINARIO et al., (2008), a producio de fitofarmacos poderia ser
incentivada como alternativa viavel para tratamento de patologias como a hipertensao arterial
e certas infec¢des, além de auxiliar no tratamento em pessoas imunodeprimidas.

Na pesquisa do IBGE (Tabela 2.1) sobre a aquisicao de alimento domiciliar per capita
(2002/2003) foi possivel constatar uma alta porcentagem na variagdo do consumo de alho em
relacdo as outras hortalicas mais consumidas nas diferentes classes sociais, chegando a uma
variacdo de 70,9% entre a classe de até R$ 400 de rendimento em relagéo a classe de mais de
R$ 3.000, enquanto a batata, cebola e tomate apresentam uma variacdo de aproximadamente
37%, e a cenoura apenas de 30,1% (IBGE, 2003).

Nos anos de 2008 e 2009, a populacdo brasileira consumiu cerca de 21,5 milhdes de
caixas (10 kg por caixa) de alho in natura, e 22,3 milhdes de caixas, respectivamente,
chegando a um consumo per capita de 1,1kg/ ano (LUCINI, 2008 e 2009).

Durante os anos de 2000 a 2003 houve no Brasil um aumento significativo da area
plantada, producéo e rendimento médio da cultura do alho, chegando em 2003 a uma
produtividade média brasileira de oito toneladas por hectare (Tabela 2.2). Entre 0s anos de
2003 e 2005, a producdo brasileira sofreu uma reducéo continua, passando de 123 toneladas
para 87,8 toneladas, apresentando um decrescimo de 28,7%, justificada pela falta de politicas
em relagdo as importacbes (RESENDE & PEREIRA, 2009). Contundo, nos anos
compreendidos entre 2000 e 2009, houve um aumento circunstancial na produtividade média.

Nas safras de 2006 e 2007 houve um aumento da area plantada e produgdo, porém com uma



segunda reducdo gradual entre 2007 e 2009. A producdo brasileira em 2009 foi de 85,3
toneladas (IBGE, 2010).

Na safra 2010 (Tabela 2.3), a area plantada com alho no Brasil ficou em torno de
10.543 hectares, com uma estimativa de producdo de 105.115 tonelas e rendimento médio de
9.970 quilogramas por hectare. Portanto, houve uma variacdo de 12,1% na éarea plantada em
relacdo a safra de 2009, levando a uma estimativa de aumento de producdo de 23% e de

aumento no rendimento médio de 10%, aproximadamente (IBGE, 2010).

Tabela 2.1. Aquisicdo alimentar domiciliar per capita anual, por classes de rendimento
monetario e ndo-monetario mensal familiar, segundo os produtos - Regido Centro-
Oeste - periodo 2002-2003.

Aquisicao alimentar domiciliar per capital (Kg)
Classe de Rendimento Familiar Monetario e Nao-Monetario
Mensal Familiar (R$)

Produtos Até 400 a 600 a 1.000 a 1.600 a mais de
400 600 1.000 1.600 3.000 3.000
Batata 1,647 2,43 2,805 3,124 3,738 4,387
Cebola 1,39 2,095 2,304 2,764 3,236 3,702
Tomate 2,54 3,517 3,87 5,039 6,135 6,702
Alho 0,314 0,317 0,388 0,359 0,421 0,443
Cenoura 0,866 1,095 1,314 1,912 2,118 2,877

Fonte: IBGE, Tabelas de Resultados. Aquisicdo Alimentar domiciliar per capita. Pesquisa de
Orcamento Familiar 2002-2003.

Tabela 2.2. Producdo Agricola do Alho no Brasil. 2000-20009.

Safra Alho  AreaPlantada Areacolhida Producdo Rendimento Médio

(ha) (ha) () (kg/ha)
2000 13.269 13.269 84.141 6.341
2001 14.353 14.301 101.925 7.127
2002 15.760 15.715 114.436 7.282
2003 15.099 15.099 123.099 8.153
2004 10.517 10.517 85.597 8.139
2005 10.362 10.362 86.199 8.319
2006 10.490 10.486 87.779 8.371
2007 11.258 11.258 99.002 8.794
2008 10.228 10.228 91.714 8.967
2009 9.502 9.402 85.323 9.075

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2010.



Tabela 2.3. Comparativo entre as Safras 2009 e 2010 de Alho.

Safra Safra  Variacéo

2009 2010 (%)
Area Plantada (ha) 9.402  10.543 12,1
Producfio (t) 85323 105115 2372
Rendimento Médio

(kg/ha) 9.075  9.970 9,9

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2010.

2.1.2 ASPECTOS TAXONOMICOS

Durante muito tempo a classificacdo da familia a qual o alho pertencia foi motivo de
discordancia entre taxonomistas. Era considerado da familia das Amaryllidaceae por
botanicos americanos e da familia das Liliaceae pelos europeus. Atualmente, devido a grande
quantidade de espécies presentes no género Allium, a espécie esta colocada na familia
Alliaceae (SILVA & SILVA, 2009).

2.1.3 ASPECTOS BOTANICOS

Apesar de ser uma planta bianual, exigindo baixas temperaturas para o florescimento,
comporta-se com uma cultura anual, tendo somente a fase vegetativa no ciclo bioldgico,
exigindo dias longos para bulbificacdo e dias curtos para o florescimento. Por este motivo o
fotoperiodo é um fator limitante para a bulbificacdo, que ocorre quando satisfeita a exigéncia
(FILGUEIRA, 2008).

Por ser originaria da Asia, de regides de clima extremamente frios, tem como fator
limitante de producéo o calor, sendo que temperaturas entre 20° e 30°C podem prejudicar a
formacdo de bulbo, e, acima de 30°C, desfavorece a formacdo de bulbo com aspecto
comercial. A temperatura média mensal ideal para um bom desenvolvimento da cultura situa-
se entre 13° e 24°C, de modo que temperatura abaixo de 15°C estimula a formacao de bulbo
(SOBRINHO et al. 1993).

No Brasil, as cultivares de alho séo classificadas de acordo com a duragdo do ciclo e
exigéncia do fotoperiodo e temperatura. O grupo de cultivares precoces representados pelas
cultivares Branco Mineiro, Cateto Roxo e Juréia, possui um ciclo de até quatro meses, do
plantio dos bulbilhos (dentes) até a maturacdo dos bulbos. Com menor exigéncia a
fotoperiodo e a frio, apresenta bulbos com grande nimero de bulbilhos (20 a 25, 26 a 30, 20 a

25, respectivamente); possui coloracdo externa branca ou arroxeada, menor conservacao pos-



colheita, e baixo valor comercial (SOBRINHO et al., 1993; FILGUEIRA, 2008; SILVA &
SILVA, 2009).

As cultivares de ciclo mediano apresentam um pouco mais de exigéncia em
fotoperiodo e frio, limitando assim as regifes para sua producdo. Esse grupo apresenta um
ciclo igual ou um pouco superior a cinco meses. Seus bulbos contem um menor nimero de
bulbilhos sendo em média de 8 a 12 (SOBRINHO et al., 1993) e, portanto, mais graddos. As
cultivares Lavinia, Amarante, Gigante roxo, Gravata e Gigante Curitibano sdo alguns
exemplos deste grupo. Com uma coloragdo externa mais arroxeada e boa conservacao pos-
colheita este grupo alcanca melhor cotagdo comercial. (FILGUEIRA, 2008; SILVA &
SILVA, 2009).

As cultivares tardias, também chamadas de nobres sdo as aquelas que possuem ciclos
iguais ou superiores a seis meses. Elas apresentam alta exigéncia em fotoperiodo, com no
minimo 13 horas, em condi¢es frias. Com bulbilhos mais graidos e em pequenas
guantidades, em média de 7 a 10 bulbilhos por bulbo (SOBRINHO et al., 1993), coloragédo
externa esbranquicada, 6tima conservacdo pds-colheita, por isso atingem a mais alta cotacédo
comercial entre os grupos de cultivares. Neste grupo tem-se com exemplo as cultivares Ito,
Chonan, Quitéria, Roxo Pérola de Cacador, Jonas, San Valentin e Contestado (MOTA et al.,
2006; FILGUEIRA, 2008), para serem plantas nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte (em
microrregifes) e Nordeste, aplica-se a técnica da vernalizacdo, armazenamento do alho-
semente em camara com temperatura entre 3° a 5°C durante periodos que variam entre 40 e
60 dias, com umidade relativa entre 70 a 80%, alterando as exigéncias agrocliméticas e
provocando uma reducdo no ciclo da cultura, e possibilitando assim o plantio de cultivares
nobres nestas regides tropicais. Esta técnica de vernalizacdo deve ser aplicada em pré-plantio,
sendo os bulbos retirados das camaras proximo do plantio, pois permanéncia por um grande
periodo fora da cAmara pode levar & desvernalizago, e afetar a bulbificagdo (MACEDO et al.,
2009).

2.2 CEBOLA (Allium cepa)
2.2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA

A cebola (Allium cepa) é um condimento cosmopolita bastante utilizado na culinaria
brasileira, e uma das mais antigas hortalicas cultivadas. Seu centro de origem é a regido

asiatica, onde hoje estdo os paises Ira e Paquistdo (FILGUEIRA, 2008).



No Brasil, a cebola comecou a ser cultivada no estado de Santa Catarina por volta de
1930. Foi levada em seguida para Sdo Paulo e, por volta de 1940, passou a ser cultivada
extensivamente no Nordeste brasileiro, na regido do Vale do Sdo Francisco (BABIERI &
MEDEIRQOS, 2007).

Durante os anos de 2000 a 2003 houve no Brasil um aumento significativo da area
plantada com a cultura da cebola (Tabela 2.4), a producédo e rendimento médio durante estes
anos tambem tiveram um crescimento, porém sofrendo uma grande baixa apenas no ano de
2001, devido a problemas climéaticos. No ano de 2004, a produtividade média brasileira
atingiu a casa histérica das 19 toneladas por hectare. Entre os anos de 2004 a 2009, a
producdo brasileira sofreu um incremento continuo, mesmo com a diminuicdo da area
plantada em 2009. Durante os anos de 2000 a 2009 verificou-se um aumento circunstancial na
produtividade média, com pequenas variacBes negativas nos anos de 2001, 2005 e 2008
(IBGE, 2010).

Na safra 2010, a area plantada com cebola no Brasil ficou em torno de 67.999
hectares(Tabela 2.5), com uma estimativa de producdo de 1.499.507 tonelas, e um rendimento
médio de 22.052 quilogramas por hectare, de modo que houve uma variacdo de 6,3% na area
plantada em relagdo a safra de 2009, levando a uma estimativa de aumento de producéo de
6,1% e com uma pequena diminuicao do rendimento médio de -0,2% (IBGE, 2010).

No Brasil, a cebola esta situada entre as trés olericolas mais cultivadas no Brasil,
alternando-se na terceira posicdo (Tabela 2.6), em relacdo ao total de area cultivada, com o
tomate, entre os anos de 2000 a 2009 (IBGE, 2010).

Tabela 2.4. Producdo Agricola da Cebola no Brasil. 2000-2009.

Safra Area Plantada  Areacolhida Producdo Rendimento Médio

Cebola (ha) (ha) (t) (kg/ha)
2000 66.515 66.505 1.156.332 17.387
2001 64.423 63.931 1.050.360 16.430
2002 69.024 68.869 1.222.124 17.746
2003 69.414 68.790 1.229.848 17.878
2004 58.361 58.361 1.157.562 19.835
2005 58.499 58.388 1.137.684 19.485
2006 63.364 63.314 1.345.905 21.258
2007 63.682 63.622 1.360.301 21.381
2008 65.164 65.164 1.367.066 20.979
2009 64.167 63.964 1.412.938 22.090

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2010.



Tabela 2.5. Comparativo entre as Safras 2009 e 2010 de Cebola.

Safra Safra Variacao

2009 2010 (%)
Area Plantada (ha) 63.964 67.999 6,3
Producéo (t) 1.412.938 1.499.507 6,1
Rendimento Médio (kg/ha) 22.090 22.052 -0,2

Fonte: Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2010.

Tabela 2.6. Comparativo entre areas plantadas com batata-inglesa, tomate e cebola entre as

Safras 2000 e 2009.
Area Plantada (ha)
Safra Batata-inglesa ~ Tomate Cebola
2000 152.242 56.866 66.515
2001 154.186 57.663 64.423
2002 161.139 62.647 69.024
2003 151.982 63.611 69.414
2004 142.781 60.365 58.361
2005 142.623 60.639 58.499
2006 140.843 59.027 63.364
2007 147.800 58.575 63.682
2008 144,919 61.025 65.164
2009 141.176 66.023 64.167

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2010.

2.2.2 ASPECTOS TAXONOMICOS

A cebola pertence a divisdo Magneliophyta, classe Liliopsida, ordem Liliales, familia
Alliaceae, género Allium e espécie Allium cepa L (WASUM et al., 2007).

2.2.3 ASPECTOS BOTANICOS

E uma planta bianual que apresenta um ciclo bioldgico composto por duas etapas, uma
vegetativa e outra reprodutiva. Na etapa vegetativa ocorre o desenvolvimento e
amadurecimento dos bulbos. Como o fotoperiodo é um fator limitante na bulbificacdo e por
ser uma espécie de dia longos, o processo s6 ocorre quando o fotoperiodo é maior que o valor

critico exigido pela cultivar. Satisfeita a exigéncia fotoperiddica ocorre a bulbificacdo normal.



As condigOes ideais para a cultura sdo temperaturas amenas ou frias durante o crescimento
vegetativo e ligeiramente mais elevadas na bulbificacdo. (FILGUEIRA, 2008).

No Brasil, as cultivares de cebola sdo classificadas de acordo com a duracéo do ciclo e
da exigéncia do fotoperiodo. As cultivares precoces sdo caracterizadas por apresentarem um
ciclo curto, 4 a 5 meses, e por serem menos exigentes em fotoperiodo (10 a 11 horas de luz)
para ocorrer desenvolvimento normal dos bulbos. As cultivares de ciclo mediano apresentam
um ciclo de 5 a 6 meses de duracéo e exigéncia de 11 a 13 horas de luz, apresentando uma
maior restricdo de adaptagdo geografica. As cultivares tardias tem o cultivo restrito a regido
sul do Brasil, pois apresentam uma maior exigéncia em fotoperiodo e um ciclo entre 6 a 8
meses (FILGUEIRA, 2008).

2.3 Sclerotium rolfsii Sacc.
2.3.1 ASPECTOS GERAIS

S. rolfsii é patogénico a mais 500 espécies de plantas, dicotileddneas e
monocotileddneas, abrangendo 100 familias suscetiveis. (PUNJA; RAHE, 1992; FARR et al.
2006; FERREIRA; BOLEY, 2006).

O fungo pode apresentar fase imperfeita (assexuada) e a fase perfeita (sexuada). Na
fase perfeita pouco comum nos campos de producdo, pertence ao e filo Basidiomycotes,
ordem Aphyllophorales, género Athelia rolfsii e espécie A. rolfsii (AGRIOS, 2005).

As hifas do S. rolfsii séo septadas, finas, brancas e ramificadas. Aglomerag6es de hifas
sdo observadas 24 a 48 horas ap6s a infeccdo e ddo origem as estruturas de resisténcia
chamadas de esclerdcios (Figura 2.1). Estes variam de uma colora¢do de marrom-escuro a
preto, e tamanho de 0,5 a 2 mm de didametro (PUNJA, 1985; SMITH et al. 1986),
normalmente, podendo chegar em alguns caso entre 8 a 10 mm de didmetro (MULLEN,
2001).

A disseminacdo do patdgeno pode ser ocasionada por movimentacdo de agua,
transporte de solos infectados, ferramentas contaminadas, transplante de mudas infectadas,
frutas e legumes infectados e sementes contaminadas com esclerécios (AGRIOS, 2005).

A faixa de pH otima para germinacéo dos esclerdcios situa-se entre 2,0 e 5,0. A partir
de 5,0, 0 aumento do pH promove o decréscimo da taxa de germinacéo, quando o pH chega
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a 8,0, a taxa de germinacgéo torna-se 0 (PUNJA; GROGAN, 1983; FERREIRA; BOLEY,
2006).

O patégeno é encontrado com mais freqliéncia em regides de clima tropical e
subtropical, onde na faixa de temperatura entre 25° a 35°C ocorre 0 maximo crescimento
micelial. O micélio do patdgeno ndo sobrevive a temperatura de 0°C, porém sua estrutura de
resisténcia pode sobreviver a baixas temperaturas (PUNJA; RAHE, 1992; XU et al. 2008). A
alta umidade do solo € ideal para germinacdo dos patdgeno, porém alguns estudos observaram
a germinacdo na faixa entre 25-35% (FERREIRA; BOLEY, 2006), contudo Beute &
Rodriguez-Kabana (1981) observaram a morte do micélio de S. rolfsii morreu rapidamente

com a elevada umidade de solo e temperatura na faixa de 15 a 35°C.

2.3.2 SINTOMAS

S. rolfsii pode infectar o tecido vegetal pelo ataque direto com a penetragdo do
apressorio, porém mesmo antes de ocorrer a penetracdo no hospedeiro, o fungo secreta acido
oxalico, enzimas pectinoliticas e celuloliticas, que matam e desintegram os tecidos vegetais. O
acido oxalico precipita o célcio da lamela média, formado cristais de oxalato de calcio,
deixando o resto do tecido mais suscetivel a degradacdo das enzimas (SMITH et al. 1986;
AGRIOS, 2005).

Os primeiros sintomas (Figura 2.2) sdo amarelecimento, progredindo para a murcha
das folhas. Em seguida o fungo produz um abundante micélio cotonoso nos tecidos infectados
e no solo. A partir do micélio sdo produzidos esclerdcios de colora¢do branca que evoluem
para uma coloracdo marrom-escura a preta (PUNJA; RAHE, 1992; FERREIRA; BOLEY,
2006).

2.4 CONTROLE

As doencas radiculares sdo consideradas de dificil controle, pois 0os milhdes de anos de
coevolucgéo entre parasita e hospedeiro tornaram os fitopatdgenos muito adaptados ao habitat
solo (MICHEREFF & BARROS, 2001).

11



2.4.1 CONTROLE QUIMICO

A agricultura mundial encontra-se no patamar de hoje em grande parte pelo
descobrimento e utilizacdo dos produtos quimicos. Inimeras espécies de plantas produzidas
no Brasil como soja, tomate, citros, alho, cebola, entres outras, apresentam uma alta
produtividade e qualidade gracas a utilizacdo de fungicidas quimicos (ZAMBOLIM &
ZAMBOLIM, 2008).

H& relatos de resultados positivos no controle da germinacdo e crescimento do S.
rolfsii (FRANKE et al., 1998), porém ja existe na literatura relatos de isolados do fungo
resistentes a fungicidas (PEREZ-MORENO et al., 2009).

O uso indiscriminado de produtos quimicos na agricultura vem ocasionando uma serie
de problemas ambientais, como a contaminacdo do solo, das aguas, dos alimentos e dos
animais, a intoxicacdo de pessoas envolvidas com o processo produtivo, o desequilibrio
bioldgico e a resisténcia de patdgenos (BETTIOL & GHINI, 2001).

2.4.2 CONTROLE CULTURAL

O controle cultural é uma forma de manejo que visa manipular as condi¢des de pré-
plantio e desenvolvimento do hospedeiro em relacdo ao patdgeno, com o intuito de induzir a
supressividade do solo, a supressdo do aumento do inéculo ou a destruicdo do indculo
existente, o escape das culturas ao ataque do patdgeno e a regulacdo do crescimento da planta
de forma que ela tenha menor suscetibilidade (MICHEREFF et al., 2001). Dentre as forma de
controle cultural mais utilizadas esta a rotacdo de culturas que, entretanto, ndo é eficiente no
controle de S. roflsii, pois o patdgeno € capaz de infectar uma quantidade grande de
hospedeiros (PUNJA, 1985).

Dentre as formas de controle cultura estdo a rotacdo de cultura, o revolvimento do
solo, manejo da irrigacdo, ajuste do pH, a incorporagdo de matéria organica, ajuste da
densidade de plantio, destruicdo de restos culturais, entre outros (MICHEREFF et al., 2001).
Blum e Rodriguez-Kabana (2006) conseguiram reduzir incidéncia da murcha por Sclerotium
rolfsii em planta de soja com a adi¢do de p6-seco de mucuna e casca de pinus, pois adi¢édo de
matéria organica promoveu o aumento da populacdo dos microorganismos benéficos como
Pseudomonas putida e T. koningii. O plantio direto € um das formas de controle cultural que
se apresentou eficiente no manejo do mofo-branco em feijdo causado pela Sclerotinia

sclerotiorum, tendo como resultado uma quantidade de esclerécios quatro vezes menor no
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residuo da trilhadeira do plantio direto em relac&o ao plantio convencional (NAPOLEAO et
al., 2005).

2.4.3 CONTROLE FisICO

A agricultura contemporanea visa reduzir os impactos negativos gerados pelo processo
produtivo ao meio ambiente, com isso estudos a respeito de métodos alternativos de controle
de doencas estdo sendo aprimorados cada vez mais na tentativa de reduzir a aplicacdo de
fungicidas. O conceito inicial de controle visava a erradicacao das populacdes do patdgeno,
contudo sem pensar nas conseqliéncias aos outros componentes bidticos ou abiodticos nédo
alvos, ocasionando certo desequilibrio (GHINI & BETTIOL, 2005).

Um exemplo deste tipo de método de controle € a solarizacdo que utiliza a energia
solar e um plastico transparente para agquecer o solo e promover a desinfestacdo do mesmo
(GHINI & BETTIOL, 2005). MIHAL & ALCORN (1984) apresentaram resultados
parcialmente positivos com relagdo ao controle de Macrophomina phaseolina e S. rolfsii, pois
o S. rolfsii ndo foi completamente erradicado a 30 cm de profundidade. J& Martins et al.
(2003) conseguiram erradicar 100% dos esclerdcios de S. rolfsii por meio da solarizacdo com
coletores solares que em dias ensolarados chegaram a temperaturas de 80°C.

A integracdo do método de solarizacdo com outros métodos tem gerado resultados
mais eficientes, como os descritos por Ambroésio et al. (2008): com a incorporacdo de 3 kg.m?
de mandioca seguido de solarizacdo com a cobertura do solo com um filme de plastico
observou-se o controle de Fusarium oxyporum f sp. lycopersici raca 2, M. phaseolina,

Rhizoctonia solani e S. rolfsii em apenas 7 dias de tratamentos.

2.4.4 CONTROLE BIOLOGICO

A crescente preocupac¢do da comunidade internacional com os impactos ambientais e
com a contaminacdo de alimentos pelo uso intensivo de agroquimicos na agricultura tem
levado a mudancas nas formas de controle de doencas, e umas das alternativas que se
encontram em expansdo é a utilizacdo de agentes de controle biologico (MORANDI &
BETTIOL, 2009).

O controle biologico €, segundo Blum (2006), a utilizacdo de uma ou mais
microorganismos antagonistas com a finalidade de reduzir a quantidade e a viabilidade do
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indculo de um organismo patogénico ou da atividade determinante da doenca provocada por
um do fitopatégeno.

Vérios fungos e bactérias foram testados, sendo que alguns tiveram o sucesso
comprovado e outros apresentaram potencial para utilizacdo como agente de controle
bioldgico. O fungo do género Trichoderma é um dos mais importantes agentes utilizados no
controle de doencas radiculares de plantas (MARIANO et al., 2005).

Trichoderma pode ser facilmente isolado de solo, madeira em decomposicao e outros

tipos de matéria orgénica. Ele apresenta crescimento rapido em meio de cultura e forma
colbnias que podem ter diferentes tipos de coloracdo e uma grande quantidade de esporos
(conidios). Vérias espécies produzem estruturas de resisténcia conhecidas com clamidosporos.
Seu potencial como agente de controle bioldgico foi descoberto no ano 1930, desde entdo o
controle alternativo de varias doengas de plantas vém sendo estudado (HOWELL, 2003). Os
aspectos mais interessantes da utilizacdo do Trichoderma com agente de controle de doengas
de plantas é o fato de ele ser avirulento e associativo com as plantas, além de apresentar
varios mecanismos de atuacao no controle dos patdgenos, entre as quais: 0 micoparasitismo, a
producdo de antibidticos, a competicdo por nutrientes e espago na rizofera e a inducdo de
resisténcia das plantas (SAMUELS, 2006).
Vaérias espécies do género Trichoderma despertam interesse econémico, principalmente, por
causa da sua capacidade de produzir enzimas liticas como as quitinases, glucanases e
proteases, as quais estdo diretamente ligadas ao processo de micoparasitismo (HARMAN et
al.,1989).

A maioria das espécies de Trichoderma esta presente no solo ou na matéria organica
em decomposicado, e ja foram encontrados nas diversas latitudes. Algumas dessas possuem
distribuicdo ampla, enquanto outras, distribuicdo geografica limitada. Espécies como o T.
polysporum e T. minutisporum foram encontrados em terras de clima frio. T. stromaticum s
foi encontrado em plantas de cacau (Theobroma cacao) ou associado ao patégeno Crinipellis
perniciosa causador da doenga conhecida como vassoura-de-bruxa, e € considerado muito
eficiente no controle da doenca. Algumas espécies, como o T. harzianum e T. asperellum, sdo
cosmopolitas (SAMUELS, 2006).

Estudos realizados por Louzada et al (2009) demonstraram a elevada taxa de
parasitismo de varias espécies de Trichoderma a S. sclerotiorum e F. solani O uso de
Trichoderma tem sido relatado no controle de R. solani, S. rolfsii (HARMAN et al.,1989).
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2.4.4.1 Trichoderma harzianum Rifai

O género Trichoderma na forma teleomorfica pertence ao reino Fungi, divisao
Ascomycota, subdivisdo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales,
familia Hypocreaceae, género Hypocrea (UNIPROT, 2011).

O T. harzianum foi incorretamente identificado como causado do mofo verde em
campos de producdo de cogumelos comerciais. Essa espécie tem como habitat o solo, e ja foi
encontrado colonizando endofiticamente tecidos lenhosos de cacaueiro. Dentre as culturas,
das quais ja foram obtidos isolados de T. harzianum destacam-se: amendoim (Arachis
hypogaea), milho (Zea mays), cacau (Theobroma cacao), péssego (Prunus persica), pinus
(Pinus sp.), eucapito (Eucaliptus globulus. E. nitens, E. tereticornis) (SAMUELS et al.,
2011).

A temperatura ideal para desenvolvimento de T. harzianum em meio de cultura batata-
dextrose - 4gar (BDA) é de 30°C. Apos 72h com temperatura controlada de 25°C em meio de
cultura BDA o raio a colbnia de T. harzianum varia entre 51 a 57 mm, quando a temperatura é
elevada e 35°C o raio da coldnia varia entre 34,5 a 41,3 mm. Ap6s 96h na escuriddo em meio
BDA a 30°C é observado o desenvolvimento dos conidios no centro da placa de Petri e em
ondulacgdes anelares concéntricas em direcBes, sem formacdo de pustulas, as vezes as pustulas
sdo formadas em culturas mais antigas (SAMUELS et al., 2011)..

Com conidio6foros ramificados, e com ramos secundarios mais préximos da ponta com
tendéncia de formacdo de um angulo de 90° em relacdo ao eixo principal de onde se
derivaram, os ramos mais distantes da ponta tendem a formar uma angula¢do menor do que
90°. As fialides apresentam de 6,5 a 6,7 um de comprimento, de 2,5 a 3,5 um de largura no
ponto mais largo, de 1,6 a 2,5 um na base. Com forma de baldo, alargada no meio e com um
pescoco estreito ligeiramente constrito na base. Formando um angulo de 90° em relacdo a hifa
de onde se originou, as fialides sdo disposta de 2 a 4 em forma de vértices, as vezes solitaria.
Os conidios sao verdes, de textura lisa, e formato subgloboso para ovaldide, com medidas de
2,7 a 3,5 um por 2,5 a 3,0 um. Os clamiddsporos apresentam formas globosas a subglobosas,
com a presenca terminal ou entre as hifas, e medidas entre 6,0 a 9,7 um, contudo nédo sdo
observados na maioria das culturas (SAMUELS et al., 2011).
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2.4.4.2 Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf & Nirenberg

O desenvolvimento de T. asperellum em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
apos 72h de incubacdo a 30°C varia de 54 a 64 mm, a 35°C entre 27 a 42 mm, porém a 40°C
ndo ha desenvolvimento da coldnia. As coldnias cultivadas em BDA, ap6s 72h de escuridao a
30°C desenvolvem anéis concéntricos com densa massa de conidios. O T. asperellum n&o
difunde pigmentos através do agar em qualquer temperatura, € ndo ha presenca de odores
(SAMUELS, 2011).

Os conidioforos tém um aspecto simétrico terminando com uma ou mais fidlides. Os
ramos primarios ocorrem abaixo da ponta e forma um angulo de quase 90° com o0 eixo
principal. As fialides geralmente sdo produzidas nos ramos primarios, secundarios e
terciarios, sendo que raramente seu desenvolvimento ocorre de forma direta ao longo do ramo
principal. Normalmente, em forma de vértice de 2 a 4 fialides, as quais medem de 6,5 all1,5
pm de comprimento, de 2,7 a 4,2 um no meio, e de 1,8 a 2,8 um na largura da base. Os
conidios sdo verdes escuros, de formato globoso, subgloboso ou levemente ovoidal com
medidas que varias de 3,5 a 4,5 um por 3,0 a 4,0 um. Os clamiddsporos apresentam formato
subgloboso para ovoidal, e podem se desenvolver na parte terminal da hifa, imerso nela ou
raramente intercalado (SAMUELS, 2011).

Nos estudos de Lucon et al. (2009), o T. asperellum controlou o tombamento de
plantas de pepino causado por R. solani, tendo como resultado um total de 100% de plantas
sobreviventes, diferentemente de outras espécies de Trichoderma utilizadas. Além da
capacidade de biocontrolador, T. asperellum foi descrito por Cotxarrera et al. (2002) com
promotor de crescimento de plantas de tomate e por Segarra et al. (2009) com protetor contra
o efeito toxico do Fe (I1I) também em tomate. Em ambos os trabalhos, T. asperellum

promoveu o controle da murcha por F. oxysporum f sp. lycopersici.
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Figura 2.1. Foto de esclerdcios germinados. Visualizagdo em lupa

de mao (Ampliagéo = 10 X).

S. rolfsii. Presenga do micélio cotonoso e inicio da formagéo dos

esclerécios.
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3 USO DE Trichoderma harzianum COMERCIAL E
CONDICIONADOR ORGANICO DE SOLO PARA
CONTROLE DA PODRIDAO POR Sclerotium rolfsii
EM ALHO CULTIVAR ITO

3.1 RESUMO

O Sclerotium rolfsii € um patégeno agressivo de vérias culturas, entre ela a do alho
(Allium sativum). Uma das formas alternativa de controle da doenca é o uso de agentes
bioldgicos. Neste estudo, foi avaliada a eficiéncia de Trichoderma harzianum comercial em
relacdo a fungicidas (procimidona e tiofanato metilico) por meio de teste de germinacédo de
esclerocios (solo em caixas plasticas) em laboratdrio e teste in vivo em casa de vegetacdo. Os
testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e em blocos ao acaso, no
laboratério e em casa de vegetacdo, respectivamente. Para avaliar o efeito na germinagdo dos
esclerocios foram aplicados: T. harzianum, condicionador de solo + T. harzianum,
condicionador de solo, procimidona e testemunha (adgua esterilizada). Nos experimentos in
vivo foram aplicados seguintes tratamentos: T. harzianum, condicionador de solo + T.
harzianum, condicionador de solo, procimidona, tifanato metilico e testemunha (&gua
esterializada), e os foram avaliados: plantas infectadas, massa seca de raizes, massa seca da
parte aérea, nimero de esclerécios capturados (kg de solo). Trichoderma harzianum e
condicionante de solo + T. harzianum reduziram significativamente o percentual de
germinacdo. Nos testes in vivo obtiveram-se 0s seguintes resultados: (a) menor nimero de
plantas infectadas, (b) aumento de massa seca de raiz e parte aérea em relacdo a testemunha
com patdgeno, e; (c) menor nimero de esclerdcios capturados nos tratamentos com T.
harzianum. Os tratamentos com fungicidas e somente com condicionador de solo néo

reduziram significativamente o numero de plantas infectadas e esclerdcios capturados.

3.2 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) é uma das mais antigas espécies cultivadas. No Brasil, é
uma das hortalicas mais consumida juntamente com a batata (Solanum tuberosum spp.
tuberosum), cebola (Allium cepa), tomate (Lycopersicon esculentum) e cenoura (Daucus
carota). Rico em amido e substancias aromaticas, o bulbo é composto por bulbilhos os quais
sdo a parte mais utilizavel, devido seus valores nutricionais, medicinais e condimentares
(FILGUEIRA, 2008).
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Nos anos de 2008 e 2009, a populacédo brasileira consumiu cerca de 21,5 milhdes de
caixas (10 kg por caixa) de alho in natura, e 22,3 milhdes de caixas, respectivamente. O
consumo per capita foi de 1,1kg/ ano (LUCINI, 2008, 2009).

Sclerotium rolfsii € um patdgeno causador de podriddao em cerca de 500 espécies de
plantas, dicotileddneas e monocotileddneas, agrupadas em 100 familias suscetiveis. Ha relatos
de 30% (MONTES-BELMONT et al., 2003) até 70% (MULLEN, 2001) de perdas, nas mais
diversas diversas espécies, provocadas pelo patdgeno. O patdgeno é encontrado com mais
frequéncia em regides de clima tropical e subtropical. Os primeiros sintomas s&o
amarelecimento progredindo para a murcha das folhas, em seguida o fungo produz um
abundante micélio cotonoso nos tecidos infectados e no solo. Neste micélio sdo produzidos
esclerocios de coloracdo branca que evoluem para uma coloracdo marrom-escura a preta
(PUNJA; RAHE, 1992; FERREIRA; BOLEY, 2006).

O controle do patdgeno € de dificil realizacdo, ndo sendo eficiente por meio de uma
Unica pratica cultural ou quimica, como uso de fungicidas ou a rotacdo de cultural com
plantas hospedeiras ou resistentes (SAHNI et al., 2008). Desta forma, o objetivo do estudo foi
avaliar o efeito de produtos a base de Trichoderma harzianum comercial e fungicidas no
controle da podrid&o causada por Sclerotium rolfsii em plantas de alho.

3.3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de
Fitopatologia da Universidade de Brasilia (experimento “de germinagdo de esclerdcios”,
gerbox) e em casa de vegetacdo na Estacdo Experimental da Universidade de Brasilia

(experimento “in vivo™).

3.3.1 OBTENCAO E CULTIVO DOS ISOLADOS DO PATOGENO

Cada isolado foi usado nos experimentos in vitro e in vivo.

Os isolados de S. rolfsii (UB 193 e UB 686) foram obtidos da colecdo de micologia da
Universidade de Brasilia. Antes realizacdo dos experimentos, 0s esclerocios foram inoculados
em bulbilhos de alho (Figura 3.1) e colocados em camaras Umidas, gerbox (caixas plasticas)
com papel toalha umedecido no fundo e com laminas de vidro para evitar o contato dos
bulbilhos com o papel toalha umedecido (12h de luz, 23 £ 3°C). Os esclerdcios produzidos

foram recuperados e colocados em placas de Petri com meio batata-dextrose-agar (BDA).
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Logo apos as placas foram colocados em cdmara de incubacdo (luz por 12h a 24 £ 1°C) onde
permaneceram por 15 dias. Posteriormente, os esclerdcios produzidos foram coletados e
armazenados em placas de Petri até o uso. Os produtos usados a base de Trichoderma foram
os seguintes: Trichoderma harzianum (Trichodermil SC®, 2.10%sporos.ml?, suspensdo
concentrada, Itaforte®, Itapetinhiga - SP) e condicionante de solo adicionado de T. harzianum

(Ribumin T5®, concentragéo estimada de 2.10%esporos.g ™, Technes®, Cabretiva - SP).

Figura 3.1. Podriddo em bulbilhos de alho causada pelo Sclerotium rolfsii.

3.3.2 ANALISE DE SOLO

O solo utilizado nos experimentos foi um latossolo vermelho com as seguintes
caracteristicas quimicas e fisicas: pH =5,2 , P = 0,5 mg.dm™, K = 0,13 cmolc.dm™, Ca=0,6
cmolc.dm™, Mg = 0,1 cmolc.dm™, Al = 0,0 cmolc.dm™, V =20% , matéria organica = 17,7
g.kg™?, areia = 250 g.kg™, silte = 200 g.kg™, e argila = 550 g.kg™. Para os experimentos de
germinacdo de esclerdcios e in vivo o solo foi esterilizado por 1 hora, a 1 atm, a 121°C antes

de ser utilizado.

3.3.3 TESTE DE GERMINACAO DE ESCLEROCIOS

Os experimentos foram conduzidos em caixas plasticas (gerbox) sob luz de 12h a 26°C

(25° - 27°C). Em cada gerbox colocaram-se 200g de solo, que foi umidecido com 75ml de
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agua destilada esterilizada. Sobre a superficie do solo em cada caixa foram colocados 25
esclerocios. Sobre cada esclerocio foram aplicados os seguintes tratamentos: 1) 100ul T.
harzianum (Trichodermil SC®, 10° conidios.ml™), 2) 100ul de procimidona (Sumilex®,
150g.1001™ de agua), 3) 10 mg de condicionador de solo (Ribumin®, 1000kg.ha™), 4) 10 mg
de condicionador de solo + T. harzianum (Ribumin T5®, 1000kg.ha™), 5) na testemunha foi
adicionada apenas 100ul agua esterilizada.

O numero de esclerécios germinados e nao germinados foi avaliado diariamente, pela
visualizacdo da presenca de micélio de S. rolfsii ou de Trichoderma (Figura 3.2 e Figura 3.4).
Nos tratamentos que continham agentes biologicos de controle foi considerado néo
germinado, pois o esclerdcio estava totalmente coberto (Figura 3.3) pelo biocontrolador
(CLARKSON et al., 2002). Os experimentos (UB193 e UB 686) foram montados em um

delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes.

Figura 3.2. Micélio do Sclerotium rolfsii a esquerda e Trichoderma
harzianum a direita. Visualizagdo em microscépio estereoscopico
(Ampliacdo = 400 X).
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Figura 3.3. Esclerdcio e micélio do Sclerotium rolfsii sendo

colonizado pelo Trichoderma harzianum no 7° dia apds inoculagéo.
Visualizagdo em microscopio estereoscopico (Ampliagdo = 400 X).

Figura 3.4. (A) Condicionador de solo + T. harzianum. (B) Condicionador de
solo. (C) Testemunha com patdgeno. (D) Trichoderma harzianum. (E)
Procimidona. Avaliacdo no 15° dia apds inoculagéo.

3.3.4 TESTE in vivo (BIOENSAIO COM PLANTAS DE ALHO)

Foram plantados dois bulbilhos por repeticdo em cada experimento (UB193 e UB686),

15 dias apds o plantio foram depositados dois esclerocios por planta e sobre eles foram

26



aplicados os tratamentos: 1) 100p! de &gua, 2) 100ul de procimidona (Sumilex®, 150 g.100I
1), 3) 100ul de tiofanato metilico (Support®, 100ml.1001™), 4) 100pl de T. harzianum
(Trichodermil SC®, 2.10° conidios.ml™), 5) 10mg de condicionador de solo (Ribumin®, 1000
kg.ha), 6) 10 mg de condicionador de Solo + T. harzianum (Ribumin T5%,1000 kg.ha™).

Apos a aplicacdo os vasos foram cobertos com sacos plasticos por 24h (Figura 3.5), segunda a

Figura 3.5. (A) Camara umida. (B) Visao geral do experimento Il. (C) Esclerdcios formando colar

na base da planta préximo ao solo.

Utilizaram-se vasos plasticos pretos, dentro de cada um foi colocado 1,7 kg de solo
esterilizado e fertilizado de acordo com a andlise de solo e recomendacGes da EMBRAPA
(SOBRINHO et al., 1993) para a cultura, sendo o solo adubado com a equivaléncia a 500
kg.ha™* de superfosfato simples, 102 kg.ha™ de cloreto de potassio, 15 kg.ha™ de bérax, 50
kg.ha™ de sulfato de zinco, 200 kg.ha™ de sulfato de magnésio e 198 kg.ha™ de uréia dividida
em 2 aplicagdes, sendo metade no plantio e metade aos 45 dias apos plantio. E a calagem foi
feita com equivaléncia a 2,237 t.ha™ e o pH foi corrigido para 6,5.

27



As plantas, ap6s 176 dias (isolado de UB193) e 182 dias (isolado 686), foram cortadas
a 1 cm do solo, as partes aéreas foram retiradas e os vasos foram virados em uma vasilha com
5 litros de agua, o solo foi revolvido manualmente por 1 min e os esclerdcios foram coletados
com um peneira (0,6 mm) , a operacdo foi repetida 3 vezes para cada vaso, segundo a
metodologia modificada de Rodriguez-Kabana et al. (1974). As raizes foram retiradas e
lavadas na torneira, em seguida foi acondicionada em sacos de papel, a parte aérea foi
acondicionada do mesmo modo. Todos os sacos foram colocados em estufa com ventilacao
forcada a 65°C para posterior determinacdo do peso de matéria seca; as raizes foram retiradas
apos 48h, as partes aéreas apos 72h e todos foram pesados, segundo metodologia Tosi et al.
(1999).

3.3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e apds comprovagio da
significancia as médias foram comparadas pelo teste de Fisher (P<0,05). Para a analise da
percentagem de esclerdcios germinados os dados originais foram transformados em arcsen
\V(X/100). Para a analise do numero de esclerdcios capturas os dados foram transformados em

V(Y). Foi utilizado o software (SigmaStat 3.5) para processamento das andlises estatisticas.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento somente com T. harzianum apresentou a maior reducdo no percentual de
germinacao dos esclerdcios, com um alto percentual de parasitismo (93,6% no isolado UB686
e 51,6% no isolado UB193), 15 dias apds o tratamento (Tabela 3.1). Os tratamentos com T.
harzianum diferiram significativamente da testemunha (esclerdcios tratados apenas com
agua). O condicionador de solo+T. harzianum apresentou uma menor formacdo de novos
esclerocios (dados ndo apresentados), ja os tratamentos com procimidona e somente com 0

condicionador de solo estimularam o crescimento de forma radial das hifas.
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Tabela 3.1. Percentagem de germinacgdo (G) e percentual de parasitismo (P) dos esclerdcios
no 15° dia apds aplicacdo de tratamentos. Brasilia/DF, 2010.

UB 686* UB 193
Tratamento G (%) P (%) G (%) P (%)
T. harzianum 6,4** a*** 93,6 38,4 a 51,6
Condicionador de
solo+T.harzianum 300 o 8080 192
Procimidona 68,8 c 31,2 98,4c 1,6
Condicionador de solo 100d 0,0 100 ¢ 0,0
Sclerotium rolfsii 100d 0,0 100 ¢ 0,0
CV (%) 7,0 6,8
V(%) 31 3,0
DMS 0,1 0,1

*Teste | — inoculagdo em 6/4/2010 com S. rolfsii UB686; Teste Il — inoculagdo em 23/4/2010
com S. rolfsii UB193. **Porcentagem de germinagdo.***Letras representando os valores
significativamente diferentes em coluna, dados originais foram transformados para Arcsen
(%germinagio/100), analisados pelo Teste de Fisher (P=0,05).

Madi et al. (1997) relatam que o alto percentual de parasitismo teve uma relagdo com a
degradacdo da melanina e a reducdo da producdo de novos esclerdcios, tendo com
conseqiiéncia a reducdo da doencga. Henis et al. (1983) afirmaram que para definir a eficiéncia
dos biocontroladores, o parasitismo deveria ser considerado 0 mecanismo mais importante de
controle. O condicionador de solo de solo, quando aplicado de forma separada, estimulou a
germinacdo dos esclerocios, porém o mesmo aplicado com T. harzianum reduziu a
germinacdo dos esclerécios no 15° dia apds o tratamento (teste de germinacdo de
esclerocios), e reduziu o numero de plantas infectadas e o nimero de esclerdcios, teste in vivo
(Tabela 3.2). Segundo relatos de Bettiol et al. (1997) substratos enriquecidos com turfa
apresentaram uma maior severidade da doenca e percentagem de tombamento causada por
Pythium ultimum em pepino.

Os testes em vasos (“in vivo”) confirmam os resultados obtidos nos experimentos de
germinacao de esclerdcios, onde houve um controle mais eficaz do patdgeno nos tratamentos
com T. harzianum e um maior desenvolvimento do S. rolfsii nos tratamentos com fungicidas e

condicionador de solo.
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Os resultados apresentados na Tabela 3.2 mostram um menor nimero de plantas
infectadas no tratamento com condicionador de solo + T. harzianum. Os tratamentos com T.
harzianum apresentaram uma maior reducdo no ndmero de plantas infectadas, em valores
absolutos, ndo diferiram entre si, poréem diferiram significativamente da testemunha com

patégeno.

Tabela 3.2. Percentual de alho (cv. I1to) com Sclerotium rolfsii ao final do ciclo. Brasilia/DF,

2010.
Tratamento UB 193* UB 686
Testemunha (sem pat6geno) Oa** Oa
Condicionador de solo + T. harzianum (Ribumin T5) 40b 20 a
T. harzianum (Trichodermil SC) 70 bc 30a
Tiofanato metilico (Support) 70 bc 60 bc
Procimidona (Sumilex) 80c 60 bc
Condicionador de solo (Ribumin) 80c 80c
Sclerotium rolfsii 90c 60 bc
CV (%) 33,2 32,7
IV (%) 14,8 14,6
DMS 0,6 0,8

*Isolados de Sclerotium rolfsii utilizados. **Letras que indicam a diferenga de significancia
estatistica na coluna. NUumero de plantas infectadas, dados originais analisados pelo Teste
Fischer (P=0,05).

Wells et al. (1972) relataram em plantas de amendoim e tomate o controle do S. rolfsii
pelo T. harzianum chega a um percentual de 100% de plantas saudaveis mesmo na presenca
do patégeno. Em condi¢des de solo adequadas (pH, textura e umidade) e inexisténcia de
fatores bioticos desfavoraveis, os biocontroladores tém a capacidade de crescer e se
multiplicar na rizosfera, controlando o fitopatdgeno, antes mesmo deste penetrar no
hospedeiro (MENEZES et al., 2004).

Assim como nos testes de germinacao de esclerdcios os tratamentos com Trichoderma
harzianum apresentaram os melhores resultados, promovendo aumento significativo do ganho
de massa seca de raiz e parte aérea, e a diminuicdo do nimero de esclerdcios capturados por

quilo de solo, quando comparados com a testemunha com patdgeno (Tabela 3.3). Os
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tratamentos com fungicidas e o somente com condicionador de solo nédo diferiram da

testemunha com patdgeno em todas as variaveis avaliadas.

Tabela 3.3. Massa seca de raiz (MSR), Ganho em percentagem de massa seca de raiz em
relacdo a testemunha com patégeno (GR), ganho em percentagem da massa seca
da parte aérea em relacdo a testemunha com patégeno (GPA) e massa seca da
parte aérea (MSPA) e nimero de esclerocios capturados (EC) do solo ao final do
ciclo alho cultivar Ito. Brasilia/DF, 2010.

MSR GR MSPA GPA

Tratamento/ Isolado UB 193t EC
@ (%) (9) (%)
Testemunha (sem pat6geno) 46abc 16,9ab 7,3ns 10,0ns 0,0a
T. harzianum 55a2 37,3a 7,6ns 150ns 46,8%’
Condicionador de solo+T. harzianum 50ab 264a 75ns 131ns 168D
Procimidona 38d -103b 66ns -0.8ns 505c
Tiofanato metilico 43bc 9,7ab 68ns 33ns 559c
Condicionador de solo 44bc 98ab 69ns 31ns 47,7c
Sclerotium rolfsii 4,1bcd - 6,6 ns - 65,1¢c
CV(%) 133 11,4 15,8
IV(%) 6,0 51 7,1
DMS 09 - 1,6
Tratamento/ Isolado UB 686*
Testemunha (sem patdgeno) 44a 639a 6,7a 70,1a 0,0a
T. harzianum 41ab 545ab 6,6ab 66,9ab 213D
Condicionador de solo+ T.harzianum 4,1ab 53,7ab 6,3abc 56,5abc 14,1ab
Procimidona 3,3bc 252bc 55bcd 36,7bcd 94,3 cd
Tiofanato metilico 33bc 193c 53cd 339cd 552c
Condicionador de solo 30c 91c 48de 212d 1235d
Sclerotium rolfsii 2,8¢C - 41e - 49,3¢c
CV(%) 154 13,3 26,2
V(%) 7,0 5,9 11,7
DMS 0,8 1,2 2,7

"Isolados de Sclerotium rolfsii utilizados. 2Letras representando os valores significativamente
diferentes em coluna, analisados pelo Teste de Fisher (P=0,05). Teste I, isolado UB 193, colhido

31



no 176° dia. Teste Il, isolado UB 686, colhido no 182° dia. ™ Diferenca ndo significativas.
3NUmero de esclerécios capturados por 1,0 kg de solo. “Letras representando os valores
significativamente diferentes em coluna, dados originais foram transformados para a raiz
guadrada ntmero de esclerdcios por quilo de solo e analisados pelo Teste de Fisher (P=0,05).

Conforme mostrado nas tabelas 3.2 e 3.3 o tratamento com condicionador de solo + T.
harzianum proporcionou uma reducdo no percentual de plantas infectadas e no numero de
esclerocios capturas por quilo de solo em relacdo a testemunha somente com patégeno. O
tratamento somente com Trichoderma apresentou resultado semelhante aos citados acima, no
segundo experimento (isolado UB 686).

Pelos dados obtidos neste estudo, fica evidente a significativa reducédo da podriddo por
S. rolfsii em alho com o uso de T. harzianum e condicionador de solo adicionado de T.
harzianum. Uma das possiveis razdes para a reducdo da doenca seria um aumento do
parasitismo nos esclerocios (HENIS et al., 1983; MADI et al., 1997).

O nudmero de esclerdcios teve forte correlagdo positiva, para os dois isolados de S.
rolfsii (r = 0,817; P=0,001 e r = 0,823; P=0,001) com o nimero de plantas infectadas (Tabela
3.4) ao final do ciclo da cultura de alho, ou seja, quanto maior o nimero de esclerécios, maior
0 numero de plantas infectas no final do ciclo da cultura de alho. J& a massa de raizes e 0 peso
da parte aérea tiveram uma correlacdo negativa tanto com o numero de esclerécios com o
numero de plantas infectadas.

No presente estudo, o condicionador de solo adicionado de T. harzianum apresentou
uma reducdo do nimero de planta infectada e no nimero de esclerécios capturados por quilo
de solo nos dois isolados estudados UB 193 e UB 686, demonstrando que a inoculacdo do
Trichoderma em um subtrato que favoreca seu crescimento e desenvolvimento auxilia no
aumento da eficiéncia do controle. Semelhantemente, todavia usando farelo de trigo como
veiculo para Trichoderma, Elad et al. (1980) obtiveram uma redugdo 20% do nimero de
plantas de tomate infectadas por S. rolfsii, além de uma maior eficiéncia de controle
aplicando o T. harzianum inoculado em farelo ao invés da aplicagdo suspensdo de conidios.
Segundo Kleifeld e Chet (1992) a turfa € um reservatorio alimentar para o Trichoderma,
justificando assim a vantagem da turfa inoculada com Trichoderma sobre a suspensao de
conidios. Em outros trabalhos, como o de Maplestone et al. (1991), turfa inoculada T.
harzianum resultou em uma menor percentagem de plantas de alface tombadas e folhas
apodrecidas em relacdo a testemunha somente com R. solani.

Contrariamente, Paula Janior et al. (2009) obtiveram um melhor resultado no

tratamento da S. sclerotiorum com procimidona do que com T. harzianum, onde as
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aplicacbes em campo do fungicida aumentou a producdo em 32% e o Trichoderma néo
aumentou a producdo e nem reduziu a quantidade de doenca. No presente trabalho, o
tratamento com procimidona ndo se diferenciou estatisticamente da testemunha com o
patbgeno para a maioria das varidveis analisadas, demonstrando que o fungicida na
concentracdo utilizada ndo é capaz de promover o controle da podriddo causada por S. rolfsii.

Todavia, Pérez-Moreno et al. (2009) relataram que os fungicidas procimidona,
iprodione e thiabendazole ndo inibiram o crescimento de S. rolfsii e ndo reduziram a producéo
de esclerdcios de alguns isolados, possivelmente devido a utilizagdo indiscriminada destes

fungicidas pelos produtores das regides onde foram coletados os isolados.

Tabela 3.4. Correlacdo de Pearson entre o nimero de esclerdcios capturados (NE), massa
seca de raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA) e plantas infectadas (PI).
Brasilia/ DF, 2010.

UB193 NE MSR(g)  MSPA (g) PI

NE - -0,276™ -0,260™ 0,817%%*
MSR (g) 0,690%** -0,308"™
MSPA (g) -0,233™
UB686

NE -0,484%* -0,400* 0,823%**
MSR (g) 0,633%** -0,458**
MSPA (g) -0,288"™

*Raiz quadrada do nimero de esclerdcios capturados. *significativo a 5%, **significativo a 1%;
***significativo a 0,1%; ns = ndo significativo.

3.5 CONCLUSOES

Os tratamentos a base de T. harzianum foram mais eficientes no controle da podridao
do alho causada S. rolfsii. O condicionador de solo na forma isolado favoreceu a germinacéo e
producdo de novos esclerocios do patdgeno, porém, desfavoreceu quando combinado a T.

harzianum. Os fungicidas, tiofanato metilico e procimidona ndo controlaram o patogeno.
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4 USO DE Trichoderma COMERCIAL NO CONTROLE
DA PODRIDAO POR Sclerotium rolfsii EM CEBOLA
VAR. BAIA PERIFORME

4.1 RESUMO

A cebola (Allium cepa) esta situada entre as trés olericolas mais cultivadas no Brasil.
A podriddo por Sclerotium em cebola é causada pelo fungo Sclerotium rolfsii, patdgeno de
solo de dificil controle. Devido o uso indiscriminado de produtos quimicos ha relatos de
isolados resistentes a fungicidas quimicos. Na tentativa de verificar a eficiéncia do controle
dos produtos comerciais a base de Trichoderma, foram realizados experimentos de campo em
delineamento de blocos ao acaso. As plantas de cebola foram inoculadas artificialmente com
0 patégeno. Os tratamentos aplicados foram: T. harzianum, T. asperellum, Procimidona e
testemunha (&dgua esterelizada). Foram avaliadas a incidéncia de plantas infectadas na
colheita, a produtividade por hectare e o ganho de produtividade em relagdo a testemunha
somente com patogeno. O tratamento S. rolfsii + T. harzianum apresentou uma incidéncia de
23,6% (Experimento 1) e 9,3% (Experimento I1), diferindo significativamente da testemunha
com patdgeno. No tratamento somente com T. harzianum houve um ganho de produtividade
de 47,7% (Experimento 1) e 39,8% (Experimento 1) em relacdo a testemunha somente com

patégeno.

4.2 INTRODUCAO

No Brasil, a cebola (Allium cepa) esta situada entre as trés olericolas mais cultivadas,
alternando-se na terceira posicdo em relacdo ao total de area cultivada com o tomate entre 0s
anos de 2000 a 2009. Na safra 2010, a area plantada no Brasil com cebola foi de 67.999
hectares, com uma estimativa de producdo de 1.499.507 tonelas, e um rendimento médio de
22.052 quilogramas por hectare (IBGE, 2010).

Dentre as doencas de solo que atingem a cebola, esta a podriddo por Sclerotium rolfsii,
um agressivo patdgeno que pode causar além das podrid6es, tombamento e murcha em mais
500 espécies de plantas. Na cebola ha relatos de perda entre 100% e 30%, onde a perda total
da producéo ocorreu devido ao abandono da area que se encontrava com uma incidéncia de
100% (MONTES-BELMONT et al., 2003). O patdgeno € encontrado com mais freqiiéncia
em regides de clima tropical e subtropical, contudo sua estrutura de resisténcia (esclerécio)

pode sobreviver a temperaturas -10°C. Os primeiros sintomas sdo o0 amarelecimento
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progredindo para a murcha das folhas. Normalmente, S. rolfsii ataca as plantas na regido
préxima ao solo e, apds a penetracdo dos tecidos, produz uma massa de micélio cotonoso nos
tecidos infectados e no solo. Neste micélio sdo produzidos esclerdcios de coloracdo branca
que evoluem para uma coloragdo marrom-escura a preta, tais estruturas de resisténcia podem
sobreviver por varios anos no solo (PUNJA & RAHE, 1992; FERREIRA & BOLEY, 2006).
Véarios métodos de controle tém sido relatados para fungos de solo que produzem
esclerocios, dentre os quais destacam-se fungicidas como thiram (BOZARTH & TWEEDY;
1971), tebuconazole, iprodione, tiofanato metilico (FRANKE et al., 1998; BRADLEY et al.
2006), solarizacdo do solo (MIHAIL & ALCORN, 1984; CHELLEMI et al., 1997; ESHEL et
al., 2000), estimulo da germinacdo dos esclerddios pelo uso de restos culturais (DAVIS et al.,
2007), e 0 uso de agentes de biocontrole, dentre os quais destacam-se os fungos Trichoderma
(HARMAN et al., 2004; METCALF et al., 2004) e Gliocladium (PAPAVIZAS & COLLINS,
1990). O controle bioldgico visa diminuir a densidade do in6culo mediante o uso de
antagonistas que destruam os esclerdcios, ou evitem sua formacdo. Assim os objetivos dos
agentes de biocontrole no ciclo da doenca incluem: a erradicacédo dos esclerdcios presentes no
solo antes do plantio, a supressao ou degradacdo dos esclerdcios sobre as plantas infectadas e
a protecdo do sistema radicular em crescimento (BLUM & RODRIGUEZ-KABANA, 2006).
Desta forma, além do interesse ambiental de diminuicdo a cada dia da utilizacdo de
produtos quimicos, ha a necessidade de melhoria do manejo da doenca. Com isso o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito de produtos comerciais a base de Trichoderma harzianume T.

asperellum no controle da podridao causada por Sclerotium rolfsii em plantas de cebola.

4.3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de
Brasilia, em campo, durante os meses de maio a outubro de 2010 e de junho a dezembro de
2010.

4.3.1 OBTENCAO E CULTIVO DOS ISOLADOS DO PATOGENO

Os isolados de Sclerotium rolfsii (UB193 e UB686) foram obtidos da colegcéo de
micologia da Universidade de Brasilia, e ambos foram isolados de plantas de feijao.
Antes da utilizagdo no experimento, os esclerdcios foram inoculados em bulbilhos de

alho e colocados em camaras amidas, gerbox (caixas plasticas) com papel toalha umedecido
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no fundo e com laminas de vidro para evitar o contato dos bulbilhos com o papel toalha
umedecido. As caixas foram colocadas sobre as bancadas do laboratério. Os esclerocios
produzidos foram recuperados e colocados em placas de Petri com meio BDA (batata,
dextrose e agar). Logo apo6s as placas foram colocados em camara de incubagdo programada
com fotoperiodo de 12h e temperatura de 24 + 2°C, 15 dias apds os esclerécios produzidos
foram coletados e armazenados em placas de Petri. Os produtos usados a base de Trichoderma
foram os seguintes: Trichoderma harzianum (Trichodermil SC®, 2x10%sporos.ml™,
suspensdo concentrada, Itaforte, Itapetinhiga - SP) e Trichoderma asperellum (TrichoderMax
EC, 1.5x10%sporos.ml™, suspensdo concentrada, Turfal, Quatro Barras — PR).

4.3.2 ANALISE DE SOLO DO LOCAL DOS EXPERIMENTOS

A aérea utilizada encontrava-se em pousio de cultivo de feijao e com solo classificado
como latossolo vermelho distréfico (EMBRAPA, 1999) com as seguintes caracteristicas
quimicas e fisicas, na profundidade de 0-20cm: pH=5,8; P= 1,7 mg.dm™; K= 0,19 cmolc.dm"
% Ca= 2,5 cmolc.dm™; Mg = 0,7 cmolc.dm™ ; Al= 0,1 cmolc.dm™ = mE.100mL™; V= 39%;
matéria organica = 46,8 g/kg; areia= 400g/kg; silte= 250 g/kg; e argila= 350 g/kg; e para
profundidade de 20-40cm: pH= 5,6; P= 05 mg.dm® K= 0,16 cmolc.dm™; Ca= 1,0
cmolc.dm™ ; Mg = 0,4 cmolc.dm™; Al= 0,2 cmolc.dm™ ; V= 26%; matéria organica = 36,8
g.kg?; areia= 275 g.kg™; silte= 225 g.kg™; e argila= 500 g.kg™. A temperatura do solo
coletado a 5cm de profundidade foi durante os experimentos, em média 23°C (méxima de
35,9°C e minima 10°C) e a do ambiente foi em média de 25°C (méxima de 43,8°C e minima
de 2,5°C).

4.3.3 PLANTIO, TRATOS CULTURAIS, INOCULACAO E TRATAMENTOS

Primeiramente, foi realizada a aragéo do solo (arado de disco), seguido pela corregéo
do solo com a distribuicdo de calcério (1,974 ton.ha™), e uma gradagem para incorporacéo do
calcario. A adubacéo (Figura 4.1) foi realizada de acordo com os dados da analise de solo e a
recomendacéo da EMBRAPA (A cultura da cebola): 45 Kg N.ha™, 180 Kg de P,0s.ha™ e 180
Kg de KCl.ha™. A variedade utilizada foi a Baia Periforme que foi semeada de forma direta
no solo no dia 28 de maio de 2010 (Experimento I) e 29 de junho de 2010 (Experimento I1),
com espagamento de 0,1 por 0,3 m, trés linhas por parcela. A irrigagdo (Figura 4.2) foi
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aplicada a cada dois dias com uma lamina de agua de 10 mm. O manejo das ervas daninha foi
realizado por meio de arranquio a cada 15 dias.

Foram inoculados trés esclerdcios por planta e, 24 horas apés, as parcelas do
experimento foram tratadas com Procimidona (Sumilex, 1,5 kg.ha™), Trichoderma harzianum
(Trichodermil SC, 2x10° conidios.ml™), Trichoderma asperelum (Trichodermax, 2x10°
conidios.ml™®) e 4gua esterelizada. As pulverizacdes foram realizadas com bomba costal
(marca jacto modelo versatili do tipo pistdo com tanque de 20 L e bico leque (marca jacto,
modelo API — 110-02 malha 50 (cor amarela), pressdo 30 Ibf/pol2, vaz&o 0,7 L.mim™).

O delineamento foi em blocos ao acaso com 5 repeti¢cdes (Figura 4.3), os tratamentos
foram: Sclerotium rolfsii + agua esterelizada (testemunha com patdgeno), S. rolfsii +
Procimidona (Sumilex®), S. rolfsii + T. harzianum (Trichodermil SC®), S. rolfsii + T.
asperellum  (Trichodermax®), T. harzianum (Trichodermil SC®), T. asperellum
(Trichodermax®) e Testemunha (plantas sem patgeno).

A colheita foi realizada quando mais de 70% das plantas encontravam-se tombadas,
aos 156 dias no experimento | e aos 175 dias no experimento Il. As plantas colhidas foram
submetida ao processo de cura (Figura 4.4) de acordo com a metodologia descrita por Costa et
al. (2000).

4.3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e apds comprovagio da
significancia as médias foram comparadas pelo teste de Fisher (P<0,05). Para a analise da
percentagem incidéncia do patégeno (Figura 4.5) e percentagem de ganho de massa em
relacdo a testemunha com patdgeno, os dados originais foram transformados em arcsen

\(X/100). Foi utilizado o software (SigmaStat 3.5) para processamento das analises.
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Figura 4.2. Parcelas utilizadas.
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Figura 4.3. Viséo geral da area experimental total, experimento | (a esquerda) e

experimento Il (a direita).

Figura 4.4. Cura da cebola.
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Figura 4.5. Podriddo da cebola com a presenca do micélio e esclerdcios de

Sclerotium rolfsii.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com Trichoderma harzianum em solo com Sclerotium rolfsii apresentou
uma menor incidéncia do patogeno (23,3% no isolado UB193 e 9,3% no isolado UB686)
observada no momento da colheita cebola (Tabela 4.1). Os tratamentos a base de
Trichoderma diferiram significativamente da testemunha com patégeno, enquanto que O
tratamento com Procimidona néo diferiu foi semelhante a testemunha com patégeno.

No presente estudo os produtos comerciais testados a base de Trichoderma foram mais
eficientes no controle da podridao da cebola por S. rolfsii do que o produto quimico. Segundo
Harman (2000) os agentes de controle biol6gico podem ser mais eficientes que os produtos
quimicos para a protecdo das raizes e crescimento das plantas, proporcionando em uma
aplicacdo no inicio da cultura protecdo em longo prazo. O T. harzianum é um inimigo natural
de fungo patogénicos como a R. solani e S.rolfsii, e seu uso foi relatado com sucesso no
controle destes fitopatdgenos em campos de producéo de cravo (ELAD et al., 1981).

Os tratamentos a base de Trichoderma apresentaram maior produtividade por hectare e
percentagem de ganho de produtividade em relacdo a testemunha com patdgeno (Tabela 4.2).
Destacando-se o tratamento somente com Trichoderma harzianum o qual promoveu um
aumento de 47,7% e 39,6% do ganho de produtividade em relacdo a testemunha somente com
patdgeno, ndo diferindo estatisticamente da testemunha sem patdgeno e dos demais
tratamentos com Trichoderma, porém sendo quantitativamente superior até mesmo a
testemunha sem patogeno.

Os tratamentos com T. harzianum além de promover a diminuicdo da incidéncia de
plantas infectadas, proporcionou um ganho de produtividade em relacdo a testemunha com S.
rolfsii. Além disso, o tratamento somente com Trichoderma harzianum proporcionou uma
produtividade superior a testemunha sem patdgeno nos dois experimentos. Tal resultado foi
semelhante ao de Ishimura et al. (2008a) que com cebola da cultivar Alfa tropical observaram
um ganho de 32% em relagéo a testemunha nos tratamento com 0,6 g de T. harzianum por m2.
O Trichoderma harzianum vem sendo citado em varios trabalhos da literatura como promotor
de crescimento e ganho em produtividade. Segundo tais autores a utilizacdo de T. harzianum
na dose de 2,8 kg.ha™ promoveu um aumento de 57,6 % na producdo de tomateiro (Ishimura
et al., 2008b).

Ousley et al. (1994) relataram um aumento de massa fresca e seca em plantas de

alface, quando inocularam T. harzianum a 1% do substrato, para eles o ganho ocorreu devido
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a um possivel mecanismo analogo ao das micorrizas, em que o Trichoderma aumenta a
eficiéncia de transferéncia de nutrientes de compostos para as raizes. Altomare et al. (1999)
observaram in vitro a capacidade do T. harzianum de solubilizar minerais insollveis e poucos
soluveis (fosfato de rocha, dioxido de manganés, zinco metalico, etc) para as plantas, tal fato
pode ser a justificativa para a maior produtividade quando se utiliza o T. harzianum nas
plantas de cebola.

Harthmann et al. (2009) observaram a promoc¢do de crescimento, aumento do
rendimento de bulbos e aumento na produtividade da cebola cultivar Bola Precoce com a
utilizacdo de rizobactérias, Pseudomonas spp. e Bacillus cereus, que assim com o0
Trichoderma sdo capazes de se multiplicar e colonizar rapidamente o sistema radicular,
evitando a invasdo de patogenos pela producdo de metabolitos secundarios que inibem o
crescimento de outros microorganismo deletérios (Chao et al., 1986).

No presente estudo, T. asperellum diminuiu a incidéncia de plantas com podriddo
causada pelos do isolados de S. rolfsii de forma significativa. Na literatura foram relatados
alguns resultados com a utilizacdo de T. asperellum no controle de patégeno de solo, como no
controle de tombamento de mudas de pepino pela Rhizoctonia solani (Lucon et al. 2009), um
alto grau de micoparasitismo dos isolados de T. asperellum em teste in vitro com isolados de
Sclerotinia spp. e Rhizoctonia spp. (Hoyos-Carvajal et al, 2008), e controlar a murcha por
Fusarium em plantas de tomate (Cotxarrera et al. 2002), que segundo Segarra et al. (2010) se
deu por meio da competicdo pelo microelemento Fe, além disso o T. asperellum promoveu a
protecdo contra os efeitos toxicos do excesso de Fe (I11), demonstrado a ampla funcionalidade
de uso agricola deste espécie de Trichoderma.

Diferentemente de McLean & Stewart (2000) que obtiveram elevado nivel de controle
da podridao branca causada pelo Sclerotium cepivorum tratando as sementes de cebola com
procimidona, o tratamento com procimidona em nosso trabalho foi estaticamente semelhante
a testemunha com patégeno com os dois isolados de patdégeno utilizados (UB193 e UB 686)
em todas as variaveis avaliadas (incidéncia de plantas doentes, produtividade por hectare e o
ganho de produtividade em relacdo a testemunha com patdgeno). Em contra partida, Péerez-
Moreno et al. (2002) descobriram em teste in vitro alguns isolados de Sclerotium cepivorum
tolerantes a procimidona e iprodione. Além de relatar alguns isolados de S. rolfsii, os quais
ndo tinham o crescimento e a producdo de esclerocios inibidos com a utilizacdo de

procimidona, iprodione e thiabendazole, provavelmente esta tolerancia tenha sido causada
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pelo uso indiscriminado destes fungicidas nas regides onde foram coletados os isolados
(Pérez-Moreno et al., 2009).

Tabela 4.1. Percentagem de plantas com a presenca do patégeno (Incidéncia) ao final do ciclo
da cultura da cebola var. Baia Periforme (Brasilia, DF, 2010).

Incidéncia (%)

Tratamento UB 193 UB 686
T. harzianum 0,02a3 0,0a
Testemunha 0,0a 0,0a
T. asperellum 0,0a 0,0a
T. harzianum + S. rolfsii 23,3b 9,3b
T. asperellum + S. rolfsii 35,0 bc 11,1b
Procimidona + S. rolfsii 42,3 cd 25,6 C
Sclerotium rolfsii 49,9d 269 ¢
CV(%) 29,0 29,8
V(%) 13,0 13,3
DMS 0,17 0,11

tlsolados de Sclerotium rolfsii utilizados. 2Porcentagem de incidéncia observada. Experimento
Cebola I, isolado 193, plantado dia 28 de maio de 2010, colhido dia 30 de outubro de 2010 (156
dias de ciclo). Experimento Cebola II, isolado UB686, plantado dia 29 de junho de 2010,
colhido dia 20 de dezembro de 2010 (175 dias de ciclo). 3Letras representando os valores
significativamente diferentes na coluna, dados transformados para o arcsenV(Incidéncia
(%)/100), analisados pelo teste de Fisher (P=0,05).

Tabela 4.2. Produtividade por hectare (P) e ganho de produtividade em relacdo a testemunha
com patogeno (G) (Brasilia, DF, 2010).

UB 193t UB 686
Tratamento P (kg.ha™)? G (%) P (kg.ha’) G (%)
T. harzianum 58548 a2 47,73 a* 30647 a 39,6 a
Testemunha 57818 a 453 a 30234 a 37,4 ab
T. asperellum 52397 ab 31,8ab 29222 ab 33,3ab
T. harzianum + S. rolfsii 57522 a 450a 28198 ab 29,4 abc
T. asperellum + S. rolfsii 52766 ab 32,6 ab 26030 bc 18,4 bc
Procimidona + S. rolfsii 47986 bc 210D 25404 bc 16 ¢
Sclerotium rolfsii 39780 ¢ Oc 22094 ¢ 0d
CV (%) 8,9 24,1 9,7 64,4
V(%) 4,0 10,8 4,3 28,8
DMS 7320 0,21 4119 0,24

!Isolados de Sclerotium rolfsii utilizados. 2Letras representados os valores significativamente
diferentes em colunas, e analisados pelo teste de Fisher (P=0,05). 3Percentagem de ganho de
produtividade em relagdo & testemunha. “Letras representando os valores significativamente
diferentes em coluna, dados transformados para o arcsenV( Ganho (%)/100), analisados pelo
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teste de Fisher (P=0,05). ®Produtividade por hectare. Valores obtidos por meio da conversdo da
massa por planta para 300 mil plantas por hectare.

4.5 CONCLUSOES

O tratamento quimico com procimidona na concentracdo utilizada ndo promoveu o
controle eficiente do S. rolfsii causador de podriddo em cebola.
O tratamento a base de Trichoderma foi a forma mais eficiente no controle da

podrid&o causada por S. rolfsii.
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5 CONCLUSAO

1. Os tratamentos & base de Trichoderma foram mais eficientes no controle da
podridd@o do alho e cebola causada por Sclerotium rolfsii;

2. O condicionador de solo na forma isolada favoreceu a germinacdo e a producéo de
novos esclerdcios, porém, desfavoreceu quando combinados ao Trichoderma harzianum;

3. Os tratamentos quimicos com tiofanato metilico e procimidona na concentracdo
utilizada ndo promoveram o controle eficiente do S. rolfsii;

4. Os tratamentos com T. harzianum e T. asperellum reduziram a incidéncia da doenca
e induziram ao ganho em produtividade da cebola;

5. Evidencio-se a necessidade de continuacdo das pesquisas com produtos a base de

Trichoderma como agente de controle da podridao por Sclerotium de alho e cebola.
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