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RESUMO

Silvestri, P.; Ribeiro, R.T. da S.; Valdebenito-Sanhueza, R.M.; Barros, N.M. de. Alternativas de controle de Rhizoctonia sp. no morangueiro.

Summa Phytopathologica, v.31, p.153-157, 2005.

A podridao preta das raizes e do colo do morangueiro ¢
uma das mais importantes doencas desta cultura no Sul do
Brasil, o agente causal descrito no pais € Rhizoctonia sp. e seu
controle € feito principalmente com fungicidas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a viabilidade de métodos alternativos ao
controle quimico para a reducao desta podridao de raizes. O
antagonismo a R. solani e as caracteristicas de seis linhagens
de Trichoderma, foram avaliadas inicialmente ‘in vitro’. Foi
pesquisado a seguir em solo infestado com R. sp., o efeito na
doenga e na populagdo do patdgeno, dos isolados T\, e T, de
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T. viride, utilizados com e sem incorporacdo no solo de maté-

ria verde de aveia preta e do fungicida PCNB. Os trabalhos
foram conduzidos em casa-de-vegetacdo e, na avaliacdo fo-
ram quantificados a concentracio de propagulos do patégeno
no solo, utilizando iscas constituidas por sementes e plantulas
de beterraba e os sintomas da doenca nas raizes. Os resulta-
dos obtidos demonstraram que a incorporagao ao solo de 0,15
g de sementes de trigo colonizadas pelo isolado T de T. viride
em cada cova de plantio foi o método mais efetivo na reducao
da populag@o do patégeno e da incidéncia da doenca. Nao foi
constatado efeito da matéria verde da aveia preta e do PCNB
no controle da doenga.

Palavras-chave adicionais: Biocontrole, Trichoderma viride, aveia preta, PCNB.

ABSTRACT

Silvestri, P.; Ribeiro, R.T. da S.; Valdebenito-Sanhueza, R.M.; Barros, N.M. de. Strategies for the control of Rhizoctonia sp. affecting strawberry.
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The black root and crown rot of strawberry is one of the
most important disease in Southern Brazil, is related to
Rhizoctonia solani root infection and the disease control is
made with fungicides. This research aimed to compare different
control methods to manage the disease. First it was studied
the ‘in vitro’ antagonism to Rhizoctonia sp. and characteristics
of the Trichoderma strains. Under greenhouse conditions
infested soil was treated or not with the T ;and T, isolates of

Additional keywords: Biocontrol, Trichoderma viride, oat, PCNB.

T. viride with or without soil treatments of green amendments
of oat plants or with the PCNB fungicide. For assessing the
effect of the soil treatments on the pathogen soil density it was
evaluated using baits of sugar beet seed and seedlings and on
the disease, surveying root rot symptoms. Results showed that
the only soil treatment that controlled the pathogen and the
disease was the use of the isolates T of T. viride. in the planting
hole. No effect of oat or PCNB was observed on the disease.

A cultura do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.), € de
importancia em Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Parand e Rio
Grande do Sul, estimando-se que a drea plantada no pais seja de
3.500 ha, a maior parte em propriedades menores de 2 hectares,
demanda de grande quantidade de mao-de-obra e com faturamento
de ao redor de R$26.000,00 por hectare/ano(10,12). O agente
causal associado a podridao preta das raizes no Brasil €
Rhizoctonia solani e causa tanto a morte de plantulas como de
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morangueiros em producdo. Em outros paises duas espécies de
Rhizoctonia morfologicamente semelhantes sdo associadas a po-
dridao de raizes do morangueiro. Uma € R. solani (Thanatephorus
cucumeris) , relatada em todos os paises produtores de morango e
que infecta a planta em todos os estadios de desenvolvimento e
causa necrose na coroa sob condi¢des de temperaturas de 18°C a
32°C e a morte das raizes sob condi¢des de 2°C a 18°C. A outra
espécie, R. fragariae(Ceratobasidium sp.), estd citada na América



do Norte, Europa e Asia, coloniza principalmente o cértex radicular
e causa a morte das raizes estruturais e absorventes e o declinio
das plantas. As alternativas de controle quimico destas doen-
cas tém sido insatisfatérias para a reducdo da populagido do
patégeno e da doenca.(14, 23). Rhizoctonia solani sobrevive
em restos de cultura e produz esclerddios, o que torna dificil
seu controle. Diversas espécies do género Trichoderma sao
efetivas como agentes de controle bioldgico de fungos
patogénicos em culturas economicamente importantes (4). O
controle biolégico de R. solani tem sido relatado em diversos
hospedeiros, com a utilizacdo de isolados antagdnicos de 7.
viride, T. harzianum e T. hamatum (2, 5,11, 27). Outro método
proposto para o controle de R. solani € a incorporacdo de maté-
ria organica, que pode ser constituida por um composto madu-
ro que possa ser facilmente colonizado por espécies de
Trichoderma ou por matéria verde fresca. O efeito destas for-
mas de matéria organica € de inibi¢cdo ao desenvolvimento do
patégeno no solo em beneficio do desenvolvimento da cultura
como conseqiiéncia da melhoria das condicdes fisicas e da ca-
pacidade de retencgdo de dgua do solo (6,10). Apesar dos estu-
dos ja realizados sobre o uso de linhagens de Trichoderma,
controle quimico e adubagdo verde, pouco se sabe do efeito
integracdo destas praticas no controle de Rhizoctonia, na cul-
tura do morangueiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
impacto dos trés métodos associados ou nao, na reducao da
doenca e da populacao do patégeno.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao do patégeno

Isolados de Rhizoctonia obtidos das raizes de moranguei-
ros infectados foram encaminhados para determinacdo do gru-
po de anastomose e numero de nicleos ao Laboratério de
Fitopatologia da UNESP, em Botucatu.

Microrganismos avaliados quanto ao efeito antagonico a
Rhizoctonia sp.

Os microrganismos utilizados foram: o isolado F de
Trichoderma sp.; os isolados T1, T5SA e Tlssl13 de T.
harzianum; ¢ o isolado T, de T viride ,da coleg¢do da Univer-
sidade de Caxias do Sul. Os isolados T ; de T. viride € o isola-
do PA de Rhizoctonia sp. foram obtidos da colecdo da Embrapa
Uva e Vinho. O crescimento e a manuten¢ao dos microrganis-
mos foram feitos em meio BDA 2%. Os isolados, T ;e T . de
T. viride sao antagonistas a Phytophthora cactorum e Rosellinia
necatrix, respectivamente, fungos de solo que infectam raizes da
macieira na regido Sul do Brasil,.(24, 25, 26).

Taxa de crescimento e sensibilidade aos fungicidas dos iso-
lados de Trichoderma e de Rhizoctonia sp.

A taxa de crescimento dos isolados de Trichoderma e de
Rhizoctonia sp. foi obtida medindo-se diariamente o raio das
colonias no BDA mantidas a 27°C durante 7 dias. Utilizaram-se
6 placas de cada isolado, calculando-se as equagdes das curvas.

A avaliacdo do crescimento micelial de Trichoderma spp.
e de Rhizoctonia sp. em meio de cultura com e sem fungicidas
foi feita pelo cultivo de discos de 5 mm de BDA colonizado
com os microrganismos em placas de petri. No primeiro en-
saio todos os isolados foram desenvolvidos em BDA com
benomil nas concentragdes de 0; 2.,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5
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mg.mL". No segundo, os isolados T e T . e R. sp. foram
desenvolvidos em BDA com 0; 0,75; 7,5; 15,0 e 37,5 mg.mL"!
de pentacloro nitrobenzeno(PCNB).

Na determinacio do efeito do benomil foram feitas seis
repeticdes e na do PCNB utilizaram-se trés repeticdes. Na avali-
acao foi medido o tamanho da coldnia apés 48h a 27°C e os
dados foram utilizados para determinar a DL50 de cada isolado.

Antagonismo ‘in vitro’ dos isolados de Trichoderma contra
Rhizoctonia sp.

No primeiro ensaio foi estudado o potencial antagdnico
de todos os isolados de Trichoderma pelo método de cultura
dupla (1). Utilizaram-se placas com BDA e discos de 5 mm de
BDA colonizados pelo isolado PA de Rhizoctonia sp. e pelos
isolados de Trichoderma. Para verificar o efeito dos isolados
de Trichoderma sobre o patégeno retirou-se das dreas de
sobreposicao das culturas, discos de 0,5 cm de didmetro para
observagao ao microscépio, da ocorréncia ou nao de parasitismo
e cultura no meio seletivo para Rhizoctonia (22). Ap6és 72 h a
27°C, foi registrada a sobrevivéncia do patégeno. Foram rea-
lizadas 5 repeti¢des, cada uma constituida por uma placa, para
cada combinacdo de isolados.

Um segundo ensaio foi estabelecido com o método de cul-
tura dupla e visou comparar a inibi¢do do tamanho das colo-
nias de Rhizoctonia sp. pelos isolados T e T . de T viride.
Foram utilizadas 6 repeti¢des, cada uma constituida por uma pla-
ca, para cada combinac@o de isolados e na avalia¢@o foi medido o
tamanho das coldnias do patégeno e dos isolados de Trichoderma.

Producéo do indculo

Para a incorporacdo de Trichoderma no solo os isolados
T, T, de T viride e o PA de Rhizoctonia sp. foram cultiva-
dos em sementes de trigo (7Triticum aestivum L.), anterior-
mente imersas em dgua destilada durante 24 horas, fervidas
por 10 min e autoclavadas em frascos. Foram acrescentados
as sementes, 5 discos de 5 mm de BDA colonizado com cada
um dos microrganismos e 5 mL de caldo batata dextrose. Os
frascos foram mantidos a 27°C e luminosidade constante. Apds
a incubacgdo, as sementes colonizadas foram colocadas em sa-
cos de papel esterilizado e, secas a 33°C até peso constante.
No caso de Rhizoctonia sp., as sementes secas foram posteri-
ormente moidas (Warning-Commercial Blendor-Blender 7012,
model 31BL42), peneiradas at€ 1 mm e armazenadas a 4°C.

Aplicacao de Rhizoctonia sp., PCNB e de Trichoderma no solo
Foi utilizado solo retirado de um local histérico de ocorréncia
de podriddo de raizes. O solo foi distribuidos em caixas e infesta-
do com 0,98g/m> de sementes de trigo moidas, colonizadas com
Rhizoctonia sp., cinco dias antes do plantio das mudas.

Nas parcelas onde se avaliou o biocontrole exercido pelos
isolados de Trichoderma, colocou-se nas covas de plantio dos
morangueiros, 5 sementes de trigo secas (0,15 g) colonizadas
pelos isolados T, ou T, de T. viride O fungicida PCNB foi
aplicado por aspersdo, na dose de 4,43 g/Kg de solo, 3 dias
antes do plantio, sendo incorporado até cerca de 3 cm de pro-
fundidade, conforme recomendacdes do fabricante.

Determinaciao da populacido de Rhizoctonia sp. no solo

A quantificacao dos propagulos de Rhizoctonia sp. no solo,
foi feita em 20 cm® de cada amostra de solo infestado diluido em
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solo esterilizado (1:40 v/v) e com dois tipos de iscas. No primeiro
tipo de iscas, foram utilizadas sementes de beterraba cv Maravi-
lha lavadas com detergente neutro, autoclavadas e incubadas no
solo a 21 °C, por 24 horas (20). Apds este periodo, as sementes
foram lavadas em dgua corrente e distribuidas em placas de petri
contendo meio de cultura seletivo para R. solani. O segundo tipo
de isca constou de plantulas de beterraba, da mesma cultivar,
obtidas ap6s germinac@o em papel toalha. Apés 48 h de incuba-
¢do no solo a 21°C, aquelas que apresentaram necrose na radicula,
foram mergulhadas em solucdo a 2.5 % de hipoclorito de sédio,
enxaguadas, secas e transferidas para placas de petri com meio
seletivo para R. solani. Em cada placa foram colocadas 15 iscas e
a concentracdo de propagulos de R. sp. foi determinada pelo
registro do nimero de colonias do patégeno desenvolvidas a
partir das sementes e plantulas, no meio seletivo.

Incorporacao da aveia no solo

Foram utilizadas caixas contendo solo proveniente de uma
area de producdo de morangos que vinha sofrendo perdas se-
veras pela doenca, localizado na regido de Farroupilha/RS e
artificialmente infestado com Rhizoctonia sp. com o método
anteriormente citado. Cinco dias apds a infestagao, foi semeada
a aveia preta (Avena strigosa Schreb) e, quando as plantas de
aveia atingiram 25 cm de altura, foram trituradas e incorpora-
das no solo. Para avaliacdo do efeito da aveia sobre a concen-
tracdo do fitopatégeno, foi feita a coleta de 2 amostras/caixa
de solo com e sem suplementacdo de matéria verde no inicio
do experimento e apds 45 dias. Foram utilizados os dois tipos
de iscas citados anteriormente. Usaram-se oito repeticdes de
cada tratamento, sendo cada uma constituida por uma caixa.
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Comparacao de métodos de manejo do solo quanto a redu-
cao de Rhizoctonia solani

Os tratamentos foram estabelecidos em solo infestado arti-
ficialmente com Rhizoctonia sp. pelo método anteriormente
citado. As combinacdes avaliadas foram: 1. Incorporacdo de
aveia + T. viride T .+ PCNB ; 2. Incorporagdo de aveia + T.
viride T, + PCNB 3. T vzrtde T+ PCNB; 4.Tviride T +
PCNB; 5 "PCNB; 6. Incorporagio de aveia + T. viride Tli 7
Incorporacio de aveia + T. viride T, ;8. T. viride T ;9. T
viride T, 10. Testemunha sem tratamento.

As mudas de morangueiro foram estabelecidas nos solos
com os diferentes tratamentos, mantidas em casa de vegeta-
¢do e, ap6s 60 dias, foram determinados o peso fresco e seco
das raizes e a incidéncia da doenca nas raizes grossas e finas.
Esta ultima avaliacgdo foi feita coletando-se das raizes de cada
planta, 10 segmentos escurecidos de um cm, os quais foram
lavados em agua corrente e desinfestados em hipoclorito de
sédio 2,5%. Os tecidos foram enxaguados, secos e transferi-
dos para placas com o meio seletivo para R. solani. As placas
foram mantidas a 21 °C, durante 24 horas e, registrado o de-
senvolvimento ou nio do fitopatdgeno a partir das raizes.

O levantamento da populacdo de R. sp. foi feito em 2 amos-
tras de solo rizosférico por parcela experimental utilizando-
se iscas constituidas por sementes de beterraba, conforme o
método descrito anteriormente.

O peso das raizes, a porcentagem de raizes com sintomas e
o nimero de propdgulos de Rhizoctonia sp. no solo foram
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transformados com \/(x + 0,5), arcoseno * e log (x + 10)
respectivamente, e foram submetidos a andlise de variancia e
comparacao das médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do patégeno

A andlise filogenética de seqiiéncias de ITS-rDNA mostra-
ram que o isolado utilizado neste trabalho agrupa-se com os
padrdes de Rhizoctonia spp. binucleada AG-A e AG-Bo. Esta
constatacao sugere a necessidade de dar continuidade a carac-
terizacao dos isolados associados a raiz preta do morangueiro
na regido, para melhor definir a sua taxonomia (16).

Taxa de crescimento e sensibilidade aos fungicidas dos iso-
lados de Trichoderma sp. e de Rhizoctonia sp.

Verificou-se variagdo na sensibilidade dos isolados de
Trichoderma ao benomil. Nos isolados de T. harzianum a DL50
foi ao redor de 3,5 mg. mL"' mas no caso de 7. viride, a DL50
foi superior. Os dados obtidos da DL50 nos isolados F de
Trichoderma sp., T1, T5a , Tlss13 de T. harzianum, foram de
5,1 mg. mL", de 3,53 mg. mL"', de 3.54 mg. mL'I 3,52 mg.
mL"', respectivamente enquanto que para T e T  de T
viride a DL50 foi de 8,2 ¢ 14,3 mg. mL", respectivamente. No
meio com benomil a DL50 do isolado de Rhizoctonia sp. foi
de 6,6 mg. mL"', valor préximo ao de 7. viride .

Foi observado que, o isolado T, sofreu maior inibi¢ao
pelo benomil, que o TIS, confirmando-se a caracteristica de
maior resisténcia ao benomil relatada para este isolado.

Os resultados relatados por Paradela et al. (21) quanto a
sensibilidade de Trichoderma e de Rhizoctonia aos benomil
diferem dos obtidos neste trabalho provavelmente pela ori-
gem diferente dos isolados avaliados nas duas pesquisas. As-
sim, no trabalho destes autores os isolados dos dois géneros
foram inibidos com 1 mg. mL' do benomil, concentracio ini-
bitéria menor que a determinada na pesquisa ora relatado.

Em relac@o a sensibilidade dos isolados ao PCNB, verificou-
se que, tanto as linhagens de 7. viride quanto de Rhizoctonia sp.
mostraram sensibilidade a baixas concentracdes do PCNB sendo
a DL50 de Rhizoctonia sp., e de T, e T, de T viride foram de
1,5mg. mL', 1,5 mg. mL', e 0,81 mg. mL"', respectivamente. Os
resultados obtidos coincidem com os relatados por Paradela et al.
(21) que mostraram que o PCNB controlou Trichoderma spp.
nas concentracoes de 1 e 10 mg. mL™".

Papavizas & Lewis.(19) propuseram a associagdo do uso
de fungicidas com biétipos antagonistas insensiveis a esses
produtos, como estratégia de manejo integrado de doencas.
Esta op¢do, porém, ndo parece vidvel de aplicar no caso dos iso-
lados ora estudados visto que o patdgeno e o antagonista mais
eficaz apresentaram sensibilidade semelhante aos fungicidas.

A velocidade de crescimento dos isolados de Trichoderma
foi maior que a de Rhizoctonia sp. (Figura 1) fato que reforca
a aptiddo destes isolados para competir por substratos com o
patogeno.

Avaliacdo do antagonismo ‘in vitro’ das linhagens de
Trichoderma contra Rhizoctonia sp.
A inibi¢do de Rhizoctonia sp. em cultura dupla foi igualmen-
te exercida pelas linhagens T e T, de T. viride (Tabela 1).
Foi observado nas culturas duplas o sobrecrescimento de
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Figura 1. Crescimento de isolados de Trichoderma e de Rhizoctonia sp.

micélio de todos os isolados de Trichoderma sobre as colonias de
Rhizoctonia sp. Nestas dreas foi detectado parasitismo e auséncia
de sobrevivéncia de Rhizoctonia sp. somente no caso dos isola-
dos T ;e T .. de T. viride, coincidindo com relatos prévios sobre
este tipo de interagao (1).

Virias espécies de Trichoderma tém sido citadas como
inibidoras do desenvolvimento de Rhizoctonia sp. (7, 8, 13,
17). Contudo, ndo foram encontradas citacdes de antagonismo
de T. viride a isolados deste patdgeno de raizes do morangueiro.

Efeito da incorporaciio da aveia no solo na sobrevivéncia
de R. sp.

A reducao da populagdo de Rhizoctonia sp. no solo foi cons-
tatada com uso dos dois tipos de iscas ap6s 45 dias da incorpo-
ragdo da aveia (Tabela 2). No solo ndo suplementado com aveia,
esta diminuicao foi detectada somente com as sementes. Este
fato sugere a ocorréncia de menor infestacdo do solo com
Rhizoctonia sp. no solo com aveia preta. Este resultado con-
firma o efeito benéfico da matéria verde de aveia para reduzir
a populacdo deste patdgeno de solo na cultura do moranguei-
ro. Resultados semelhantes jd tinham sido obtidos por Elmer
& Lamondia (9), autores que compararam o efeito da matéria
fresca de diversas gramineas para reduzir a contaminag¢do do
solo por Rhizoctonia.

Foi observado que os dois tipos de iscas serviram como
substrato para colonizacido do patégeno e, juntamente com

Tabela 1. Crescimento de Rhizoctonia sp. em cultura dupla com
isolados de Trichoderma viride.

o meio seletivo possibilitaram a contagem de unidades
infectadas com pouca interferéncia de contaminantes. O uso
de plantulas para quantificagdo de patégenos tem sido usa-
do no estudo da populacdo de fungos de solo. Em levanta-
mentos de espécies de Pythium, Bouhot (3) sugeriu que o
uso de plantulas como iscas pode ser mais eficaz para este
objetivo, uma vez que revelard a quantidade unidades in-
fecciosas do patégeno que sdo capazes de colonizar as
raizes.

Comparacio de métodos de manejo do solo no controle de
Rhizoctonia sp.

A infeccao das raizes finas e grossas foi menor que a da
testemunha apenas com o tratamento com T (p<0,05). En-
tretanto, ndo foi observada relacdo entre o tratamento mais
eficaz que constou da incorporagdo ao solo do isolado T, de
Trichoderma viride no controle da incidéncia da doenca e o
desenvolvimento radicular das plantas (Tabela 3).

O tratamento com T ., ndo diminuiu os sintomas de po-
driddo e apresentou o maior peso fresco das raizes e, quando
este isolado foi aplicado juntamente com PCNB, houve redu-
cdo deste efeito. Este resultado confirmou a maior sensibilida-
de a este fungicida, constatada ‘in vitro’. Os sintomas da po-
dridao preta da raiz, apesar de serem visualmente percebiveis,

Tabela 2. Sementes e plantulas de beterraba cv Maravilha, infesta-
das por Rhizoctonia sp., em solo suplementado e ndo suplementado
com aveia preta.

Periodo solo suplementado' solo ndo suplementado
Tratamentos Raio da colonia de sementes plantulas sementes  plantulas
Rhizoctonia sp. (cm) (240 u) (240 u) (240 u) (240 u)
Rhizoctonia sp. x T. viride T 0,93 b' Inicial 11,75 a A? 10,56 a A 12,00aA 10,002 A
Rhizoctonia sp. x T. viride T 0,90 b 45 dias 425aB 6,25aB 9,87aB 9,43 aA
Rhizoctonia sp. 1,48 a

'Médias de 5 repeticoes. Dados seguidos por letras iguais ndo diferem
entre si. (Tukey, p<0,05).
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! Dilui¢@o do solo naturalmente infestado em solo autoclavado 1:40 v/v.
*Médias seguidas da mesma letra maitiscula nas colunas e mintsculas
nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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devem ser varidveis quanto 2 intensidade e, este fato pode ter
interferido na possibilidade de discriminar outras diferencas
entre os tratamentos. A incorporacio de aveia seguida da apli-
cacdo de T, foi o dnico que diminuiu a concentragdo de
Rhizoctonia sp. no solo. Contudo, a reducdo de propagulos no
solo nio se refletiu em diminui¢do de sintomas da doenca nas
condicdes de casa-de-vegetagdo.

O isolado T . de T. viride mostrou antagonismo “in vitro”
e reduziu efetivamente o desenvolvimento de sintomas da po-
dridao de raizes do morangueiro, quando aplicado na cova de
plantio, com sementes de trigo esterilizadas e colonizadas pelo
antagonista. Em condi¢des semelhantes Papavizas (18), obte-
ve aumento de produ¢do e do rendimento de culturas que fo-
ram tratadas com Trichoderma. No controle do tombamento
de plantulas em solos infestados por Rhizoctonia sp. foram
citados os usos de T. pseudokoningii em sementes de soja, e
de milho e soja com T. harzianum (15).

Os dados obtidos mostram que a incorporacdo de
propdgulos do isolado T de Trichoderma viride na cova de
plantio do morangueiro € uma estratégia promissora para reduzir
a incidéncia da podriddo preta das raizes do morangueiro e
justifica agdes futuras de avaliacdo deste método no campo.
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