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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a habilidade
antagonista de iiiutaiites de Trichoderma harzianum Rifai
(isolados TW5 e WT-T95) resistentes ao fungicida benomil,
em relagdo ao crcscinicnlo nucclial, formacdo de csclero-
dios, germinagdo carjiogenica de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) e aumento no jjercentual de sobrevivén-
cia de plantas de alface. Todos os mutantes e linhagens
selvagens de T. harzianum (TW5 e WT-T95) reduziram o
crescimento micelial e o nimero de esclerédios fonnados
por S. sclerotiorum, em meio de BDA. Entretanto, eles ndo
exibiram atividade hipegjanisitica contra e.sclerédios quando

o0 teste de viabilidade foi realizado depositando os esclerd-
dios previamente tratados sobre fatias de cenoura, em placas
de Petri. Mutantes e linhagens selvagens de T. harzianum
TW5 e WT-T95 mostraram tanto diminuir o nimero de
estipes e apotecios formados por esclerédios de S. sclero-
tiorum, in vitro e in vivo, quanto aumento porcentual de
plantas de alface sobreviventes, em substrato infestados arti-
ficialmente com esclerédios.

Palavras-chave: Benomil, controle biolégico, Laciz/c«
sativa, mofo-branco.

ABSTRACT

Action of Trichoderma harzianum mutants on the formation and carpo”enic germination of Sclerotinia
sclerotiorum Sclerotia and lettuce plant survival

The objective of this research was to evaluate the an-
tagonistic ability of benomyl-resistant mutants of Tricho-
derma liarzianum (TW5 and WT-T95) against mycelial
growth, sclerotia formation, carpogenic germination of
sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum, and their impact on
lettuce plant survival. All mutants and wild types were able
to reduce the mycelial growth and the number of sclerotia
formed in the PDA medium. However, they did not exhibit

INTRODUCAO

Espécies do género Sclerotinia tém causado perdas em
culturas importantes no Brasil e no mundo, especialmente
em espécies cultivadas durante o inverno (Purdy, 1979; Kiss-
mann, 1988). Um uidco esclerddio, através da germinacédo
miceliogéiiica, pode ser suficiente para infectar e matar uma
planta e, através da germinacdo cagx)génica, comecar uma

* Parte da lese de Doutorado - ESALQ/USP, bolsista do CNPq.
Bolsista do CNPq.

hyperparasitic activity against sclerotia when viability test
was performed by placing treated sclerotia on freshly cut
carrot slices on a glass Petri dish. Also, some of those mu-
tants were shown to decrease the stipes and apothecia pro-
duction by sclerotia of S. sclerotiorum, in vitro or in vivo,
and to increase the percentage of lettuce plant survival by
using a substrate which was artificially infested with
sclerotia.

epidemia (Adams & Ayers, 1979; Cook et al, 1975;
Schwartz & Steadman, 1978; Steadman, 1983). S. sclero-
tiorum tém por carasteristica a elevada capacidade para ger-
minacdo carpogénica de seus esclerddios. A ocorréncia de
podriddcs tem sido consistentemente correlacionada a fre-
quéncia da gemiinacdo carpogénica. Os ascosporos, em ele-
vadas proporcdes, produzidos em apotécios no préprio
campo, sdo violentamente liberados, podendo ainda ser dis-
persados pelo vento. Normalmente, os apotécios fomiados
dentro das culturas sdo os maiores responsaveis pela produ-
¢do de ascosporos (Purdy & Bordin, 1953; Abawi & Grogan,



1975; Schwartz & Steadman, 1978; Patterson & Grogan,
1985; Ben-Yephet et al., 1986).

Trichoderma spp. tern sido relatados conio eficientes
agente de biocontrole, acarretando na supressdo de varios
patégenos. Sua eficacia estd relacionada com habilidades
como, produgdo de antibidticos, competicdo e micoparasi-
tismo. Sua presenca tem sido associada com a reducdo e
destruicdo de hifas, esclerédios e inibicdo da germinagdo
carpogénica, em condicdes de laboratério, casa-de-vegcta-
¢do e de campo (Adams & Ayers, 1979; Davet, 1986; Dennis
& Webster, 1971a,b; Whipps, 1987).

O objetivo deste trabalho foi determinar a habilidade
antagonista dos mutantes de T. harzianum (TW5 e WT-T95),
resistentes ao fungicida benomil, sobre a formacédo e germi-
nacdo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum bem
como da sobrevivéncia de plantas de alface cultivadas em
substrato infestado artificialmente.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em condicdes de
laboratério de Controle Bioldgico e casa-dc-vegetacdo do
Departamento dc Filopatologia e Plantas Daninhas, Colo-
rado State University, Fort Collins, CO, EUA.

Os mutantes resistentes ao lienomil foram obtidos,
coni o emprego da luz U.V., Apartir dos i.solados T. harzi-
anum TWS5 (colegéo de culturas do CNPMA/EMBRAPA), e
T. harziamtm WT-T95. Quanto ao patégeno, o isolado #1 de
S. sclerotiorum foi proveniente de planta de tomate da regido
dc Guaira, SP, enquanto o isolado #2, de restos de culturas de
feijoeiro cultivadas na regido nordeste do Estado do Colo-
rado, EUA.

Avaliacdo da atividade hiperparasitica dos mutantes de
T. harzianum sobre o crescimento micella! de S. sclerotio-
rum, in vilro.

Discos de meio dc BDA contendo crescimento mice-
lial de S. sclerotiorum isolado #1, foram transferidos para o
centro das placas dc Petri contendo meio de aveia, e incuba-
dos por 24 horas a 25°C. A seguir, discos de meio de BDA
contendo crescimento micelial dos mutantes foram transferi-
dos para trés pontos equidistantes a aproximadamente 1.Ocm
de seus bordos (Método 1), ou sobre as coldnias dos pato-
genos e exatamente ao lado do discos-in6culo (Método I1). A
incubacdo deu-se a temperatura de 25°C. A avaliacdo cons-
tou da contagem do nUmero de esclerédios formados por
tratamento, ap6s 21 dias. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes. Os dados
foram transformados em Vx+0,5.

Avaliacdo da atividade hiperparasitica dos mutantes de
T. harzianum sobre esclerddios de S. sclerotiorum, in vi-
tro.

O comportamento hi|Tcrpiarasilico dos mutantes de T.
harzianum (TW5 e WT-T95) sobre esclerddios de S. sclero-
tiorum foi avaliado utilizando-se placas de Petri de vidro (10
cm de didmetro) contendo vemiiculita mais farelo de trigo
(0,01%) umidccidos e autoclavadas por 45 minutos. Esclero-
dios, produzidos em meio de aveia, foram lavados em hipo-
clorito de sédio (10%) por dois minutos, enxaguados em

agua destilada esterilizada, secados sobre papel de filtro este-
rilizado e transferidos para a superficie da vemiiculita con-
tida em placas de Petri. A pré-inoculacdo da vermiculita com
0s mutantes deu-se através da transferéncia de 0,5 ml das
suspensdes de conidios (10* conidios por nJ) por placa. As
placas foram seladas usando parafilme e mantidas a 22°C por
15 dias. Apos, os esclerodios foram recuperados, lavados e
partidos ao meio, para serem observados quanto a integri-
dade de medula. A seguir, foram transferidos para a super-
ficie de fatias de cenoura sobre papel de filtro umidecido
esterilizado contido em placas de Petri de vidro. As metades
de cada esclerodio foram transferidas para duas placas de
Petri, em posicdes correspondente. Antes de serem fatiadas,
as cenouras foram submersas em hipoclorito de s6dio 10%
durante trés minutos, para desinfestacdo superficial. O mate-
rial foi incubado por cinco dias a 22°C. A avaliagdo consistiu
da verificagdo das colbnias do patégeno desenvolvidas sobre
0 substrato, ao redor dos esclerédios. Cada tratamento foi
repetido trés vezes sendo cada uma desta constituida por
duas placas de Petri contendo as correspondentes metades de
cada esclerddio (10 por placa). Os experimentos foram reali-
zados separadamente para cada isolado do patogeno, e o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

Intiuéiicia de mutantes de T. harzianum na producéo de
estipes e apotécios formados por esclerédios de S.
sclerotiorum, in vilro.

O experimento teve como objetivo avaliar a influéncia
dos mutantes dc T. harzianum (TW5 e WT-T95) na fomia-
¢do de estipes e apotécios por esclerédios de 5. sclerotiorum,
in vitro. O preparo das placas de Petri contendo vermiculita e
a obtencdo, preparo e transferéncia dos esclerédios para as
placas dc Petri contendo vermiculita, deram-se como des-
crito acima. Apoés seladas com parafilme, as placas foram
mantidas a 20-22°C por 45 dias. A avaliacdo consistiu da
contagem do nUmero de estipes e apotécios formados em
cada um dos esclerédios, com auxilio de microscoépio estere-
oscopio. Cada tratamento foi constituido por quatro repe-
ticbes, com dez esclerédios por placa. O experimento foi
repetido duas vezes e o delineamento experimental foi intei-
ramente casualizado. Os dados foram transformados em
Vvirn',

Intiuéncia de mutuiites de T. harzianum TW5 e WT-T95
sobre o nimeros de estipes e apotécios formados por
esclerdédios de S. sclerotiorum.

O exfierimento teve por objetivo observar a atividade
hiperparasitica dos mutantes de T. harzianum sobre as esti-
pes e apotécios de esclerédios germinados carpogénica mente
em condicBes assépticas, e posteriormente avaliados quanto
ao numero de estipes e apotécios presentes na superficie do
vaso. Para tanto, os esclerédios germinados carpogenica-
menle (na auséncia dos mutantes) foram obtidos seguindo o
procedimento anteriormente descrito. Os esclerédios exibin-
do estipes e apotécios foram cuidadosamente transferidos
para placas de Petri com 1l4cm de didmetro, contendo vermi-
culita esterilizada, e inoculadas com 0.5ml de um suspenséo
de conidios dc mutantes de T. harzianum (10® conidios/ml).
ApoOs esta operacdo, as placas foram seladas com parafilme e
o material foi mantido por sete dias a temperatura de



22-24°C. Decorrido este periodo, os esclerédios foram trans-
feridos para a superficie dos vasos (9X10cm) contendo uma
mistura de serrapilheira e perlita (3:1). Os esclerédios foram
alocados a Icm de profundidade e a Icm das plantas de
alface var. Grand Rapids (Henry Fields Seeds Co.) trans-
plantadas com 15 dias de idade e com uma semana de ante-
cedéncia da inoculagdo com o patogeno. Apos 45 dias da
instalacdo do experimento, as plantas de alface foram poda-
das. A avaliagdo deu-se pela contagem do nimero de estipes
e apotécios presentes na superficie do substrato. Cada trata-
mento foi repetido seis vezes e cada repeticdo conteve trés
plantas por vaso e dois esclerédios por cada uma desta, e 0
experimento foi repetido duas vezes. O delineamento experi-
mental foi inteiramente casualizado, e os dados foram trans-

formados em Vx+1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cultivares de alface sdo suscetiveis a Sclerotinia sp.
Estes fitopatdgenos podem formar estruturas de resisténcia,
os esclerddios, os quais sobrevivem no solo por varios anos,
diminuindo a eficiéncia das medidas de controle. Neste tra-
balho procurou-se observar o comportamento antagdnico de
mutantes de T. liarzianuin TW5 e WT-T95, resistentes ao
fungicida benomil, em diferentes fases de ciclo vital de S.
sclerotiorum.

Andlise de variancia seguidas pelo teste de Tukey
(ps0.05) dos dados obtidos, mostrou diferencas estatisticas
significativas da acdo dos mutantes sobre hifas de S. sclero-
tiorum, in vitro (Tabela 1). Todos os tratamentos com 0s
mutantes ou linhagens selvagens de T. luirzianiim (TW5 e
WT-T95) diferiram significativamente da testemunha (au-

TAHELA 1 - Atividade hiperparasitica de mutantes de
Trichodenna harzianum TW5 e WT-T95,
sobre Sclerotinia sclerotiorum, através dos
testes de antagonismo em confrontagéo di-
reta de niicélio, in vitro.

Numero de esclerédios formados

Mutantes Método | Método 11
Exp.l Exp. 1l Exp. | Exp. 11
TW5 0.00d 2.00b 4.60 cd 6.40 bed
TW5-2B1 2.20b 2.00b 9.40b 9.80 bc
TW5-2B2 1.20 be 1.80b 4.20 cd 4.80 cd
TW5-2B6 0.80 cd 0.00c 9.18 b 12.40b
TW5-410 0.00d 0.00 c 2.40d 4.00d
TW5-523 0.40 cd 0.40 c 3.40d 5.80 cd
WT-T95 0.00d 0.00 c 3.40d 12.20 b
T95 0.00d 3.00 b 7.20bc  9.20 bc
Testumunha 20.20 a 20.20 a 18.20 a 20.20 a

Médias seguidas de mesma lelra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(psu.05).
Cada nGmero representa a média de cinco repeti¢des
CV (%)= 13.90, 14.50, 14.36 e 22.59, respectivamente.

séncia destes), com reducdo do nimero de esclerédios for-
mados.

As espécies do género de Trichoderma tem mostrado
eficiéncia para controlar a podriddo de esclerotinia, em con-
dicbes de laboratério, casas-de-vegetagdo e campo, promo-
vendo a reducdo no crescimento micelial e formacdo de
esclerédios (Merriman, 1976).

T. harzianum tem mostrado ser destruidor de hifas e
esclerddios, alterando a integridade de medula, contribuindo
para reducdo do nimero de esclerédios viaveis no solo (Imo-
lehim et al., 1980; Santos & Dhingra, 1982; Zazzarini &
Tosi, 1985). Sua atividade litica tem sido atribuida principal-
mente as enzimas p-(l,3)-glucanase e quitinase (Chet &
Elad, 1983; Cook & Baker, 1983). Apesar de crescer usando
laminarina ou quitina como Unica fonte de cabono (Cassio-
lato, 1995), os mutantes de T. harzianum TW5 e WT-T95
ndo mostraram ser eficientes parasitas de esclerédios.

No teste de viabilidade de esclerédios, os mutantes e
linhagens selvagens de T. harzianum (TW5 e WT-T95), que
em trabalhos anteriores mostraram ser capazes tanto de pro-
mover a reducdo na formagdo de esclerédio de Sclerotinia
spp. (Cassiolalo et al., 1996; Silva, 1991), como crescerem
usando quitina ou laminarina como Unica fonte de carbono
(Cassiolalo, 1995), ndo exibiram hiperparasitismo de escle-
rodio. Esse resultado foi comprovado através de observacdes
sobre a gcniiinacdo de esclerddios tratados sobre fatias de
cenoura, e da integridade da medula dos mesmos.

Na cullura de alface, o habito de crescimento das plan-
tas e a origem das fontes de indculo influenciam no controle
do mofo-branco. 5. sclerotiorum tem por carasteristica a alta
frequéncia da germinacdo carpogenica por seus esclerédios.
Os ascosjx)ros provenientes de apotécios locais limitam o
conirole quimico por aplicagdes foliares enquanto que os
ascosporos aéreos, provenientes de outros campos ou 0S
carregados pela reutilizagdo da agua de irrigacdo, limitam
muilo a eficacia das aplicagdes de fungicidas ao solo e do
conirole local (Ben-Yephet et al., 1986; Patterson & Grogan,
1985; Steadman, 1979).

Para a atividade hiperparasitica de mutantes de T.
harzianum TW5 e WT-T95 sobre a germinagdo carpogénica
de esclerédios de S. sclerotiorum, as anéalises de varidncia
seguidas pelo teste de Tukey (psO.Ol e p=0.05) dos resulta-
dos obtidos, detectaram diferencas estatisticas significativas
da inlluéncia destes na producdo de estipes e apotécios pro-
duzidos, in vitro e in vivo. De acordo com a Tabela 2, todos
0s tratamentos que receberam os mutantes ou linhagens sel-
vagens de T. harzianum (TW5 e WT-T95) ndo diferiram
entre si ou da testemunha ndo-inoculado, e reduziram signi-
ficativamente o nimero de estipes e apotécios formados.
Quanto aos resultados apresentados na Tabela 3 (Experi-
mento 1) os mutantes T\V'5-2B6, TW5-523 e T95 néo diferi-
ram entre si ou do controle ndo-inoculado, porém diferiram
do controle inoculado, com menores nimeros de estirpes e
apotécios. No Experimento Il, os resultados obtidos foram
bem diferentes. Os mutantes TW5-2B1, TW5-2B2, TW5-
410, T95 e a linhagem selvagem WT-T95 ndo diferiram
entre si, porém diferiram do controle inoculado e do controle
ndo-inoculado, com os menores nimeros de estipes e a]X)té-
cios formados.



TABELA 2 - Influéncia de mutantes de Trichoderma
harzianum TW5 e WT-T95 no namero de
estipes e apotécios formados por escleré-
dios de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro.

Numero de estipes e apotécios formados

Mutantes
Experimento | Experimento 11
TW5 145D 1.20¢c
TW5-2B1 163 b 1.53 be
TW5-2B2 185b 1.30 be
TW5-2B6 185b 1.63 be
TW5-410 213 b 115¢
TW5-523 1.95b 1.53 be
WT-T95 2.10b 1.52 be.
T95 1.80b 2.15b
S. sclerotiorum 448 a 7.97 a

Médias seguidas por mesma lelra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(psO.0Ol).

Cada numero representa a média de quatro repeticées sendo cada uma
conlituida da média de dez esclerédios.

CV(%)=6.15 e 5.32, respectivamente.

TABELA 3 - Influéncia de mutantes de Trichoderma
harzianum TW5 e WT-T95 sobre a forma-
cdo de estirpes e apotécios de Sclerotinia
sclerotiorum, e presentes na superficie dos
vasos contendo plantas de alface var.

Grand Kapid.
Namero de estipes e apotécios
Mutantes observados
Experimento | Experimento Il

TW5 2.33 be 3.50 abc
TW5-2B1 1.50 be 2.50 be
TW5-2B2 1.83 be 2.33 be
TW5-2B6 0.50¢c 3.50 abc
TW5-410 3.00 abc 1.17 cd
TW5-523 0.67 ¢ 3.83 ab
WT-T95 7.00 a 2.83 be
T95 0.50c 2.00 be
S.sclerotiorum 5.17 ab 6.17 a
Controle 0.00 ¢ 0.00d

Médias seguidas de mesma lelra ndo diferem entre si pelo leste de Tukey
(p=0.05)

Cada nimero representa a média de seis repeticdes contendo trés plantas por
vaso e dois esclerédios por planta.

CV (%)= 29.59 e 18.26, respectivamente.

Explicagbes dentre os processos naturais que levam a
uin possivel declinio da podriddo branca causada por S.
sclerotiorum, estdo as possiveis reducdes na sobrevivéncia
de esclerddios, justificadas pela ditiiinui¢do de reservas cau-
sadas por formagdes suce.ssivas de a[X)técios, ou porque,

durante a formagédo de apotécios ocorrem aberturas naturais
das camadas externas dos esclerddios, as quais facilitam a
entrada de microrganismos (Merriman, 1976).

Resultados idénticos a estes também foram relatados
por Phillips (1989). O autor observou que os esclerédios de
S. sclerotiorum tratados com suspensdo de conidios de T.
harzianum apresentaram 0% de genninacdo carpogénica.
Mueller et al. (1985), empregando uma modificagdo da téc-
nica de Kohn, verificaram que apenas Gliocladium virens
Miller, Giddens & Foster, ao contrario dos isolados de T.
viride e T. harzianum, exibiram excelentes resultados nos
testes de cultura pareada e com redugdo da viabilidade e
numero de apotécios fomiados por esclerddio.

Um agente ideal de biocontrole, segundo Whipps
(1987), é aquele que possui habilidade para competir e con-
trolar o crescimento dos patdgenos através do seu cresci-
mento e ocupacgdo de residuos como fonte de alimento. Os
resultados obtidos mostram que existe a possibilidade do uso
de alguns destes mutantes de T. harzianum TW5 e WT-T95,
resistentes ao benomil, na redu¢do da incidéncia de mofo-
branco causada por S. sclerotiorum, em condi¢Bes de casa-
de-vegetacdo. Entretanto, faz-se necessario estudar melhor
as possibilidades no uso destes mutantes no controle inte-
grado do patégeno.
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