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RESUMO: Sclerotium rolfsii € um agressivo patégeno de varias culturas, entre elas o alho (Allium sativum). Uma
alternativa de controle da doenga é o uso de agentes bioldgicos. Neste estudo, foi avaliada a eficiéncia de Trichoderma
harzianum comercial em relagdo a fungicidas (procimidona e tiofanato metilico) por teste de germinagado de esclerécios em
solo em laboratério e teste in vivo em casa de vegetagdo. 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 a
germinagdo de esclerécios, foram aplicados: T. harzianum, condicionador de solo + T. harzianum, condicionador de solo,
procimidona e testemunha (4gua esterilizada). Nos experimentos in vivo foram aplicados seguintes tratamentos: T.
harzianum, condicionador de solo + T. harzianum, condicionador de solo, procimidona, tifanato metilico e testemunha
(4gua esterilizada), e foram avaliados: % de plantas infectadas, massa seca de raizes, massa seca da parte aérea, nimero de
esclerdcios capturados. Trichoderma harzianum e condicionante de solo + 7. harzianum reduziram a % de germinacdo de
esclerdcios. No teste in vivo foi observado: (a) menor % de plantas infectadas, (b) aumento de massa seca de raiz e parte
aérea em relacdo a testemunha com patdgeno, e; (c) menor nimero de esclerécios capturados nos tratamentos com 7.
harzianum. Os tratamentos com fungicidas e somente com condicionador de solo ndo reduziram o nimero de plantas
infectadas e esclerécios capturados.

PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum. Athelia rolfsii. Controle biolégico.

INTRODUCAO encharcadas, seguindo podriddo e murcha das

folhas, o fungo produz abundante micélio branco

O alho (Allium sativum L.) € uma das
espécies cultivadas mais antigas. No Brasil, ¢ 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
substincias aromdticas, o bulbo € composto por
bulbilhos os quais, sdo a parte mais utilizdvel,
devido seus valores nutricionais, medicinais e
condimentares (FILGUEIRA, 2008).

Nos anos de 2008 e 2009, a populacio
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,
2009).

Sclerotium rolfsii é patégeno de mais 500
espécies de plantas, dicotiledoneas e
monocotiledoneas, encontradas em 100 familias
suscetiveis. Ha relatos de 30% (MONTES-
BELMONT et al., 2003) a 70% (MULLEN, 2001)
perdas, nas mais diversas plantas, provocadas pelo
patégeno. O patégeno ¢é encontrado com mais
frequéncia em regides de clima tropical e
subtropical. e alho as lesdes iniciais sdo

nos tecidos infectados. Neste micélio sdo
produzidos esclerécios de coloragdo branca que
evoluem para uma coloragdio marrom-escura
(PUNJA; RAHE, 1992; FERREIRA; BOLEY,
2006; FLORES-MOCTEZUMA et al., 2006;
KWON, 2010).

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

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério
de Micologia do Departamento de Fitopatologia da
Universidade de Brasilia (experimento “de
germinacdo de esclerdcios”, gerbox) e em casa de
vegetacdo na Estacdo Experimental da Universidade
de Brasilia (experimento “in vivo”).
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Obtencao dos isolados

Os isolados de Sclerotium rolfsii (UB 193 e
UB 686) foram obtidos na cole¢do de micologia da
Universidade de Brasilia. Cada isolado foi usado
nos experimentos in vitro e in vivo. Antes da
realizacdo dos experimentos, os esclerdcios foram
inoculados em bulbilhos de alho e colocados em
cadmaras Umidas constituidas de gerbox 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
esclerécios produzidos foram recuperados e
colocados em placas de Petri com meio de cultura
(BDA). Logo apds as placas foram colocados em
camara de incubagdo (luz por 12h a 24 + 1°C) por
15 dias. Posteriormente, os esclerécios produzidos
foram coletados e armazenados em placas de Petri
att o uso. Os produtos usados a base de
Trichoderma foram os seguintes: Trichoderma
harzianum (Trichodermil SC, 2.1096sp0ros.ml’l,
suspensdo concentrada) e condicionante de solo
adicionado de T. harzianum (Ribumin TS5,
concentracio estimada de 2.10%esporos.g™,).

Anadlise de solo

O solo utilizado nos experimentos foi um
latossolo vermelho com as seguintes caracteristicas
quimicas e fisicas: pH =5,2 , P = mg.dm'3 =0,5
ppm, K = cmole.dm™ = 0,13 mE.100mL", Ca =
cmolc.dm™ = 0,6 mE.100mL"', Mg = cmolc.dm™ =
0,1 mE.100mL", Al = cmolc.dm™ = 0,0 mE.100mL"
!V =20% , matéria organica = 17,7 g/kg, areia =
250g/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.

Teste de germinacao de esclerdcios

Os experimentos foram conduzidos em
caixas plésticas (gerbox) sob luz de 12h a 26°C (25°
- 27°C). Em cada gerbox colocou-se 200g de solo, o
solo foi umidecido com 75ml de 4gua destilada
esterilizada. Sobre a superficie do solo em cada
caixa foram colocados 25 esclerdcios. Sobre cada
esclerécio foram aplicados os seguintes tratamentos:
100ul Trichoderma harzianum (Trichodermil SC,
10° conidios.ml™), 100ul de procimidona (Sumilex,
150g.1001" de 4gua), 10 mg de condicionador de
solo  (Ribumin, 1000kgha™), 10 mg de
condicionador de solo + T. harzianum (Ribumin T3,
1000kg.ha™), na testemunha foram adicionados
100ul por esclerécio de agua esterilizada.

O ndmero de esclerécios germinados e nao
germinados foi avaliado diariamente. Nos
tratamentos que continham agentes bioldgicos de
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controle foi considerado ndo germinado o esclerdcio
totalmente coberto pelo biocontrolador
(CLARKSON et al, 2002). Os experimentos
(UB193 e UB 686) foram montados em um
delineamento inteiramente casualizado com 5
repetigoes.

Teste in vivo

Foram plantados dois bulbilhos por vaso
(10 vasos por tratamento) em cada experimento
(UB193 e UB686), 15 dias apds o plantio foram
depositados dois esclerdcios por planta e sobre eles
foram aplicados os tratamentos 100ul de 4&gua,
100ul de procimidona (Sumilex, 150 g.1001),
100ul de tiofanato metilico (Support, 100m1.1001'1),
100ul de Trichoderma harzianum (Trichodermil
SC, 2.10° conidios.ml'l), 10mg de condicionador de
solo (Ribumin, 1000 kgha'), 10 mg de
condicionador de Solo + Trichoderma harzianum
(Ribumin T5,1000 kg.ha'). Apés a aplicacio os
vasos foram cobertos com sacos plasticos por 24h,
segunda a metodologia modificada de Blum et al.
(2003).

Utilizaram-se vasos plésticos pretos (1,7 kg
de solo) com solo esterilizado, fertilizado de acordo
com a andlise de solo e recomendagdes da
EMBRAPA (SOBRINHO et al., 1993) para a
cultura (500 kg.ha' de superfosfato simples, 102
kg.ha'! de cloreto de potdssio, 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 apds plantio) e com pH corrigido para 6,5
(2,237 tha™).

As plantas foram cortadas a 1 cm do solo, as
partes aéreas foram retiradas e solo de cada vaso foi
depositado em um recipiente com 5 litros de dgua. A
parte radicular foi retirada e lavada na torneira, em
seguida foi acondicionada em sacos de papel, a
parte aérea foi acondicionada do mesmo modo.
Todos os sacos com as partes das plantas foram
colocados em estufa com ventilagdo forcada a 65°C
para posterior determinacdo do peso de matéria
seca, as partes radiculares foram retiradas apds 48h,
as partes aéreas apds 72h e todos foram pesados,
segundo método Tosi et al. (1999).0 solo em cada
recipiente foi misturado manualmente por 1 min e
os esclerdcios do sobrenadante foram coletados com
um peneira (0,6 mm). A operacdo de mistura e
coleta do sobrenadante foi repetida 3 vezes em cada
vaso, segundo a método modificado de Rodriguez-
Kabana et al. (1974).

Analise estatistica
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Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (F<0,05) e ap6s comprovacdo da
significancia as médias foram comparadas pelo teste
de Fisher (P<0,05). Para a andlise da percentagem
de esclerécios germinados e do percentual de
plantas de alho infectada com podriddio por
Sclerotium rolfsii, os dados originais foram
transformados em arcsen \/(X/IOO). Para a analise
do numero de esclerécios os dados foram
transformados em \/(X). Foi utilizado o software
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(SigmaStat 3.5) para processamento das andlises
estatisticas. _
RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento somente com 7. harzianum
apresentou a maior redugdo no percentual de
germinacao dos esclerdcios, com um alto percentual
de parasitismo (93,6% no isolado UB686 e 51,6%
no isolado UB193), no 15° dia apds o tratamento
(Tabela 1).

Tabela 1. Percentagem de germinagdo (G) e percentual de parasitismo (P) dos esclerdcios no 15° dia apds

aplicagdo 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. 36 b 64 80.8 b 19.2
harzianum
Procimidona 68,8 ¢ 31,2 98,4 ¢ 1,6
Condicionador de solo 100d 0,0 100 ¢ 0,0
Controle — dgua esterilizada 100d 0,0 100 ¢ 0,0
CV (%) 7,0 6,8
V(%) 3,1 3,0
DMS 0,1 0,1

*Teste I — inoculagdo em 6/4/2010 com S. rolfsii UB686; Teste II — inoculagdo em 23/4/2010 com S. rolfsii UB193. **Letras
representando os valores significativamente diferentes em coluna, dados originais foram transformados para Arcsen

\/(%germinagﬁo/ 100), analisados pelo Teste de Fisher (P<0,05).

Os tratamentos com 7. harzianum diferiram
significativamente da testemunha (esclerdcios
tratados apenas com &dgua). O condicionador de
solo+7. harzianum apresentou uma menor
formacdo de novos esclerécios (dados ndo
apresentados), ja os tratamentos com procimidona e
somente com o condicionador de solo estimularam
o crescimento de forma radial das hifas.

Madi et al. (1997) relatam que o alto
percentual de parasitismo de S. rolfsii por
Talaromyces flavus teve uma relacdo com a
degradacdo da melanina e a reduc¢do da produgdo
de novos esclerdcios. Henis et al. (1983) afirmaram
que para definir a eficiéncia dos biocontroladores, o
parasitismo deveria ser considerado o mecanismo
mais importante. O condicionador de solo quando
aplicado de forma separada estimulou a germinacdo
dos esclerdcios, porém o mesmo aplicado com 7.
harzianum reduziu a germinacao dos esclerdcios no
15° dia ap6s o tratamento, e reduziu o nimero de
plantas infectadas e o nimero de esclerdcios (teste
in vivo). 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 dados observados nos testes “in vivo”
reforcam em parte os resultados apresentados nos
experimentos de germinacdo de esclerdcios, onde
houve um controle mais eficaz do patégeno (UB
686) no tratamento com 7. harzianum e um maior
desenvolvimento do S. rolfsii nos tratamentos com
fungicidas e condicionador de solo.

Os resultados apresentados na Tabela 2
mostram menor percentual de plantas infectadas no
tratamento com condicionador de solo + T.
harzianum. QOs tratamentos com 7. harzianum
apresentaram um maior redu¢do no ndmero de
plantas infectadas, eles ndo diferiram entre si,
porém diferiram significativamente da testemunha
com patégeno (UB 193). Wells et al. (1972)
relataram em amendoim e tomate o controle do S.
rolfsii por T. harzianum, chegando a 100% de
plantas saudédveis. Segundo Menezes et al. (2004)
com condi¢des de solo adequadas (pH, textura e
umidade) e inexisténcia de fatores bidticos
desfavoraveis, o0s biocontroladores tém a
capacidade de crescer e se multiplicar na rizosfera,
controlando o patégeno, antes mesmo deste
penetrar no hospedeiro.
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Tabela 2. Percentual de plantas de alho infectada com podridao por Sclerotium rolfsii ao final do ciclo da

cultura. Brasilia/DF, 2010.

Tratamento UB 193* UB 686
Testemunha (sem patégeno) Oa Oa
Condicionador de solo + 7. harzianum (Ribumin T5) 40b 20a
T. harzianum (Trichodermil SC) 70 bc 30a
1ofanato metilico (Support) 70 be 60 bc
Procimidona (Sumilex) 80 ¢ 60 bc
Condicionador de solo (Ribumin) 80 ¢ 80 ¢
Controle com dgua em solo com S. rolfsii 90 c 60 be
CV (%) 33,2 32,7
IV(%) 14,8 14,6
DMS 0,6 0,8

*Isolados de Sclerotium rolfsii utilizados. Letras que indicam a diferenca de significincia estatistica na coluna. Percentual de plantas
infectadas, dados originais foram transformados para Arcsen \/(%germinagﬁo/ 100) e analisados pelo Teste Fisher (P<0,05).

Assim como nos testes de germinacdo de
esclerécios os tratamentos com 7. harzianum
apresentaram os melhores resultados, promovendo
aumento significativo do ganho de massa seca de
raiz e parte aérea, e a diminui¢do do nimero de
esclerécios capturados por quilo de solo, quando
comparados com a testemunha com patégeno
(Tabela 3). Os tratamentos com fungicidas e o

da testemunha com patégeno em todas as varidveis
avaliadas. Conforme mostrado nas Tabelas 2 e 3 o
emprego do condicionador de solo + 7. harzianum
proporcionou uma redugdo no percentual de plantas
infectadas e no nimero de esclerdcios capturas por
quilo de solo. O tratamento somente com
Trichoderma apresentou resultado semelhante aos
citados acima somente no segundo experimento.

somente com condicionador de solo ndo diferiram

Tabela 3. Massa seca de raiz (MSR), ganho percentual de massa seca de raiz em relacfio a testemunha com
patégeno (GR), ganho percentual da massa seca da parte aérea em relacdo 4 testemunha com
patégeno (GPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e ntimero de esclerdcios capturados (EC) do
solo ao final do ciclo do alho. Brasilia/DF, 2010.

MSR GR MSPA GPA
Tratamento/ Isolado UB 1931 (2) (%) (©) (%) EC
Testemunha (sem patégeno) 4,6abc 169ab 7,3ns 10,0 ns 0,0a
T. harzianum 55a2 373a 7,6 ns 15,0 ns 46,83¢*
Condicionador de solo+7. harzianum 50ab 26,4 a 7,5 ns 13,1 ns 16,8 b
Procimidona 3,8d -10,3b 6,6 ns -0,8 ns 50,5 ¢
Tiofanato metilico 43bc 9,7ab 6,8 ns 3,3 ns 559¢
Condicionador de solo 44bc 9,8 ab 6,9 ns 3,1 ns 47,7 ¢
Controle 4dgua esterilizada 4,1bcd - 6,6 ns - 65,1c
CV (%) 13,3 11,4 15,8
IV(%) 6,0 5,1 7,1
DMS 0,9 - 1,6
Tratamento/ Isolado UB 686!
Testemunha (sem patégeno) 4,4 a 639a 6,7 a 70,1 a 0,0a
T. harzianum 4,1ab 545ab 6,6ab 66,9 ab 21,3 b
Condicionador de solo+ T.harzianum 4,1ab 53,7ab 6,3abc 56,5 abc 14,1 ab
Procimidona 3,3bc 25,2bc 5,5bcd 36,7 bed 94,3 cd
Tiofanato metilico 3,3bc 193¢ 5,3 cd 339cd 552¢
Condicionador de solo 3,0c 9,1c 4,8 de 21,2d 123,5d
Sclerotium rolfsii 2.8¢ - 4,1¢ - 49,3 ¢
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CV(%) 15,4 13,3 26,2
V(%) 7,0 5,9 11,7
DMS 0,8 1,2 2,7

solado de S. rolfsii. 2Letras representando valores significativamente diferentes na coluna [Teste de Fisher (P<0,05)]. Teste I (UB 193)
colhido no 176° dia. Teste II (UB 686) colhido no 182° dia. ™ Diferenca néo significativa. 3Ndimero de esclerécios capturados / kg de
solo. *Letras representando valores significativamente diferentes na coluna, dados originais transformados para raiz quadrada nimero de

esclerdcios / kg de solo [Teste de Fisher (P<0,05)].

Pelos dados obtidos neste verificou-se uma
reducdo da podriddo por Sclerotium rolfsii em alho
com o uso de T. harzianum com condicionador de
solo adicionado de 7. harzianum. O controle
experimental sem tratamentos e com S. rolfsii
apresentou 90% e 60% de plantas com podridao
pelos isolados 193 e 686 do patdgeno,
respectivamente, enquanto que os tratamentos com
T. harzianum com condicionador de solo
apresentaram  40% e 20% de doenga,
respectivamente (Tabela 2). Uma das possiveis
razdes para a reducdo da doenga seria um aumento

do parasitismo nos esclerécios (HENIS et al., 1983;
MADI et al., 1997).

O ndmero de esclerécios teve forte
correlacido positiva, para os dois isolados de S.
rolfsii (r = 0,817; P=0,001 e r = 0,823; P=0,001)
com o numero de plantas infectadas (Tabela 4) ao
final do ciclo da cultura de alho, ou seja, quanto
maior o ndmero de esclerdcios, maior o nadmero de
plantas infectas no final do ciclo da cultura de alho.
J4 a massa de raizes e o peso da parte aérea tiveram
uma correlacdo negativa tanto com o nimero de
esclerécios e com o nimero de plantas infectadas.

Tabela 4. Correlagdo 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) 0,6907%% -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 esclerécios capturados.*significativo a 5%, **significativo a 1%; ***significativo a 0,1%;

ns = ndo significativo.

No presente estudo o condicionador de
solo adicionado de 7. harzianum apresentou uma
reducdo do numero de planta infectada e no
nimero de esclerdcios capturas por quilo de solo,
demonstrando que a inoculagdo do Trichoderma
em um subtrato que favorega seu crescimento e
desenvolvimento auxilia no aumento da
eficiéncia do controle. Semelhantemente, todavia
usando farelo de trigo com veiculo para
Trichoderma, Elad et al. (1980) obtiveram uma
reducdo 20% do nudmero de plantas tomate
infectadas por S. rolfsii, além de uma maior
eficiéncia de controle aplicando o 7. harzianum
inoculado em farelo ao invés da aplicagdo
suspensdo de conidios. Segundo Kleifeld e Chet
(1992) a turfa é um reservatdrio 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) os tratamentos com
turfa  inoculada Trichodema  harzianum
apresentaram uma menor percentagem de plantas
de alface tombadas e folhas apodrecidas em
relacdo a testemunha somente com Rhizoctonia
solani.

Contrariamente, Paula Junior et al. (2009)
obtiveram um melhor resultado no tratamento da
Sclerotinia sclerotiorum com procimidona do que
com Trichoderma harzianum, onde as aplicacdes
em campo do fungicida aumentou a produg¢do em
32% e o Trichoderma ndo aumentou a produgao e
nem reduziu a quantidade de doenca. Em nossos
dados, o tratamento com procimidona ndo se
diferenciou significativamente da testemunha
com o patégeno em todas as varidveis analisadas,
demonstrando que o fungicida na concentragdo
utilizada ndo é capaz de promover o controle da
podriddo causada por S. rolfsii.
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Todavia, Pérez-Moreno et al. (2009)
relataram que os fungicidas procimidona,
iprodione e thiabendazole n@o inibiram o
crescimento de Sclerotium rolfsii € ndo reduziram
a producdo de esclerécios de alguns isolados,
possivelmente devido a utilizagdo indiscriminada
destes fungicidas pelos produtores das regides
onde foram coletados os isolados.

CONCLUSOES

Os tratamentos a base de 7. harzianum
foram mais eficientes no controle da podridao do
alho causada S. rolfsii.

1621
SOUSA, T. G.; BLUM, L. E. B.

O condicionador de solo na forma isolado
favoreceu a germinagdo e producdo de novos
esclerécios do patdgeno; porém, desfavoreceu
quando combinado a 7. harzianum.

Os fungicidas, tiofanato metilico e
procimidona ndo controlaram o patégeno.
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ABSTRACT: Sclerotium rolfsii is an aggressive pathogen of various cultures, including garlic (Allium sativum).
Biological control is one of the alternatives to this disease. This study evaluated effectiveness of commercial Trichoderma
harzianum product in relation to fungicides (procimidone and thiophanate methyl) with sclerotia germination tests (soil in
plastic boxes) and in vivo tests. Experiments were conducted in laboratory and greenhouse in a completely randomized and
randomized block design, respectively. To evaluate the effect of products on germination of sclerotia were applied the
following treatments: Trichoderma harzianum, peat based product + T. harzianum, peat based product, procimidone and
control (sterile water). For the in vivo tests were applied: T. harzianum, peat + T. harzianum, peat, procimidone, tiophanate
methyl and control (sterile water). For the in vivo tests were evaluated: % infected plants, roots dry weight, shoots dry
weight, number of sclerotia captured per kg soil. Peat + T. harzianum and T. harzianum significantly reduced the sclerotial
germination percentage. In vivo tests treatments with 7. harzianum induce the following results: (a) less % of infected
plants, (b) increase in dry roots weight and dry shoot weight compared to control with the pathogen, and; (c) fewer number
of captured sclerotia. The treatments with fungicides and peat did not reduce the % of infected plants and sclerotia
captured.

KEYWORDS: Allium sativum. Athelia rolfsii. Biological control.
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