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RESUMO

Stromatinia cepivora Whetzel (Sin. Sclerotium cepivorum Berk.,) causadora da doenga
denominada podriddo branca, afeta lavouras produtoras de alho no mundo todo e causa
perdas severas. O patégeno possui gama de hospedeiros restrita, atacando exclusivamente
plantas do género Allium e é capaz de formar esclerddios, que sdo responsaveis pela
disseminacdo do patdgeno que ocorre em temperaturas em torno de 17°C. Os esclerddios
podem permanecer no solo por 20 anos na auséncia de plantas hospedeiras. A aplicacdo de
microrganismos antagonistas em campo para o controle de patdgenos € tida como alternativa
sustentavel para o manejo de doencas. Diante do exposto, é desejavel a busca por medidas
alternativas que possam auxiliar no controle efetivo da doenga. Objetivou-se selecionar
agentes de controle bioldgico de S. cepivora que sejam capazes de colonizar e inviabilizar
esclerédios sob 17°C, temperatura onde ocorre maior incidéncia da doenga. Foram testados
70 isolados obtidos de diferentes localidades. Verificou-se o crescimento micelial e a
capacidade de esporulacdo por meio do plagueamento de cada isolado em meio BDA e
incubacdo em BOD por 7 dias a 17°C. Os ensaios “in vitro” foram realizados por meio do
tratamento de oito esclerddios dispostos sobre papel filtro umedecido com 2 microlitros de
uma suspensdo de esporos de cada isolado. As placas foram incubadas em BOD a 17°C por
14 dias e apds este periodo, os esclerddios foram esterilizados novamente e plagueados em
uma nova placa contendo meio BDA por 20 dias a 17°C para verificar a coloniza¢do do
microrganismo sobre o esclerédio. Cinquenta e um isolados apresentaram producdo de
micélio e esporulacdo a 17°C, caracteristicas promissoras para desenvolvimento de produtos
de controle biolégico. Os isolados de Trichoderma CX01TR12-, CX01TRCAM e
CX02TR19MTS colonizaram 100% dos eslerddios em ambas as vezes em que 0 experimento
foi realizado. Estes isolados apresentam potencial para conducdo de futuros experimentos em
campo para controle de S. cepivora a fim de auxiliar no manejo da doenca na cultura do alho.

Palavras-chave: Podridao branca. Controle biologico. Trichoderma.



ABSTRACT

Stromatinia cepivora Whetzel (Syn. Sclerotium cepivorum Berk.), which causes the disease
known as white rot, affects garlic-producing areas worldwide and causes severe losses. The
pathogen has a restricted host range, exclusively attacking plants in the genus Allium and is
capable of forming sclerotia, which are responsible for the spread of the pathogen that occurs
at temperatures around 17°C. Sclerotia can remain viable in the soil for 20 years in the
absence of host plants. The application of antagonistic microorganisms in the field to control
pathogens is considered a sustainable alternative for disease management. In this context, the
search for alternative measures that can assist in the effective control of the disease is
desirable. The objective of this study was to select biological control agents against S.
cepivora that are capable of colonizing and degrade the sclerotia at 17°C, the temperature in
which the incidence of the disease is higher. Seventy isolates from different localities were
evaluated. The mycelial growth and sporulation capacity of the isolates were verified by
plating each isolate in PDA medium and incubating for 7 days at 17°C. The “in vitro” assays
were performed by applying 2 microliters of the spore suspension of each isolate on eight
sclerotia placed on wet filter paper inside Petri plates incubated at 17°C for 14 days. After
this period, the sclerotia were sterilized again and plated in a new plate containing PDA
medium and incubated at 17°C for 20 days to verify sclorotia viability. Fifty-one isolates
grew and sporulated at 17°C, which are promising characteristics for the development of
biological control products. Trichoderma isolates CX01TR12-, CX01TRCAM and
CX02TR19MTS colonized 100% of the sclerotia in both times the experiment was
performed. These isolates have the potential to be tested in future field experiments to control
S. cepivora in garlic.

Keywords: White rot. Biological control. Trichoderma.
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1 INTRODUGCAO

O alho (Allium sativum L.) esta entre as mais antigas espécies cultivadas no mundo, é
utilizado como condimento e também como fitoterapico (APOLINARIO et al., 2008;
LONDHE, 2014). A cultura tem papel importante para pequenos produtores em sua renda
mensal e na geracdo de empregos no campo e na industria. Nos ultimos anos, a producao
brasileira tem aumentado gradativamente. A producdo de alho brasileira ainda é insuficiente
para suprir a demanda interna, sendo necessario importar de paises produtores como China e
Argentina (CONAB, 2017b). Entre os fatores que restringem a producéo de alho estdo a falta
de conhecimento do produtor para conducéo de lavouras, precos elevados para a implantacéo
da cultura e doencas (LUCINI, 2004; RESENDE et al., 2004).

A podrid&o branca, causada pelo fungo Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel (1945)
(Sin.: Sclerotium cepivorum Berk.), € considerada uma das mais devastadoras doencas de
plantas de alho, causando grandes perdas em areas produtoras no mundo inteiro (FUGA et
al., 2012). No Brasil, a podriddo branca esta presente em diversas regides produtoras de alho.
O fungo produz micélio estéril e esclerédios que podem ficar no solo por mais de 20 anos
(COLEY-SMITH et al., 1990). Os esclerdodios sdo responsaveis pela dispersdo e
sobrevivéncia do patdgeno no campo (CROWE, 1995). Temperaturas em torno de 10 a 20°C
e umidade elevada favorecem a germinagcdo dos esclerédios e ocorréncia da doenca
(LOURENCO JUNIOR et al., 2018).

Espécies do género Allium sdo as Unicas afetadas por S. cepivora. Exsudatos liberados
pelas raizes estimulam a germinacao dos esclerddios e o inicio do processo de colonizacdo da
planta hospedeira. O patégeno penetra as raizes e bainha das folhas, onde as hifas degradam
as células epidérmicas (COLEY-SMITH; HOLT, 1966; CROWE et al., 1980; STEWART,
1989). Plantas infectadas apresentam murcha, amarelecimento, seca da parte area, reducédo do
porte e deterioracdo dos bulbos (UTKHEDE, 1982; NUNES; KIMATI, 1997). Stromatinia
cepivora pode afetar plantas de alho em todos os estagios de desenvolvimento
(ENTWISTLE, 1990) e a busca por medidas de controle eficientes da doenca se faz
necessaria para garantir a sustentabilidade da produg&o de alho.

A doenca ja foi relatada em diversos paises, como Brasil (PINTO et al., 1998), Nova
Zeléndia (TYSON et al., 2002), Espanha (EARNSHAW; BOLAND, 1997), Estados Unidos
(DAVIS et al., 2007), Canadd (COUCH; KOHN, 2000) entre outros. No Brasil e México ja
foram relatadas perdas de 100% em lavouras infectadas pelo patdégeno (ANDREA et al.,
1996; PINTO et al., 2000).
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A podriddo branca é de dificil controle, tendo em vista que, na auséncia da planta
hospedeira, o fungo pode permanecer no solo por muitos anos (UTKHEDE, 1983; COLEY-
SMITH; PARFITT, 1986). O controle da doenca € de suma importancia para evitar a
disseminacdo do fungo, o principal método é evitar sua entrada em areas produtoras
(BREWSTER, 2008). A utilizacdo de sementes sadias (REIS; OLIVEIRA, 2013), fungicidas
como tebuconazole, triadimenol e boscalida (VILLALTA et al., 2012), solarizacdo
(PRADOS-LIGERO et al., 2002) e plantio antecipado (PINTO et al., 1998) séo algumas das
estratégias adotadas para o controle da doenca em areas ja infestadas pelo patdégeno. O uso de
agrotoxicos de forma descontrolada gera cada vez mais preocupac6es devido a toxicidade ao
homem e outros animais, aos alimentos e ao meio ambiente. A estratégia ideal para o controle
de doengas em campo é a utilizacdo de diferentes taticas em conjunto, a aplicacdo de
quimicos e bioldgicos em conjunto ja foi realizada com éxito para contencdo da disseminacéao
de diferentes doencas no mundo todo.

O controle biolégico de doencas consiste na aplicacdo de microrganismos
antagonistas em lavouras objetivando realizar 0 manejo de fitopatdgenos
(NAGARAJKUMAR; BHASKARAN; VELAZHAHAN, 2004). Cook & Baker (1983)
apresentaram um conceito amplo, onde descrevem o controle bioldégico como “a redugdo da
soma de indculo ou das atividades determinantes da doenca, provocada por um patdgeno,
realizada por um ou mais organismos que nao o homem”. A utiliza¢do de agentes de controle
biolégico vem crescendo nos ultimos anos. Atualmente, ndo existem produtos de controle
biolégico disponiveis para 0 manejo da podriddo branca do alho. Reduzir o ndmero de
esclerodios por meio do uso de agentes de controle bioldgico é uma alternativa desejavel para
a reducdo da podriddo branca no campo.

Espécies de Trichoderma ja foram descritas como bons agentes de controle biolégico,
pois sdo espécies que possuem a capacidade de colonizar esclerédios (OLMEDO-MONFIL;
CASAS-FLORES, 2014). No Brasil, foram testados isolados de Bacillus spp. e Trichoderma
spp. para reduzir o crescimento micelial de S. cepivora (FUGA et al., 2016). A capacidade de
Trichoderma viride e T. pseudokoningii degradarem esclerddios colocados em caixas
contendo solos diferentes sob condig¢des controladas foi avaliada e constatou-se que em solos
argilosos os isolados foram capazes de degradar aproximadamente 80% dos esclerddios
(CLARKSON et al., 2004), Coniothyrium minitans (PEREZ-MORENO et al., 2004) também
foi analisado para colonizagéo de esclerddios em laboratorio e em campo.

Fatores como pH do solo, presenca de outros microrganismos, quantidade de &gua e

temperatura influenciam a eficacia do controle biolégico (PAULA JUNIOR et al., 2012).
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Apesar de possuirem boas caracteristicas como agente de controle bioldgico, os isolados de
Bacillus spp., Trichoderma spp., e C. minitans estudados anteriormente apresentaram
dificuldades em colonizar os esclerédios em campo devido a condi¢cbes ambientais,
principalmente, temperatura, tendo em vista que a doenga se manifesta em baixas
temperaturas (CLARKSON et al., 2002; CLARKSON et al., 2004; PEREZ-MORENO et al.,
2004; FUGA et al., 2016). Fuga et al., (2012) citam que os isolados estudados no Brasil
provavelmente estdo mais adaptados a temperaturas em torno de 25 a 30°C.

Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de realizar a selecédo e
avaliacdo da eficacia de isolados que sdo possiveis agentes de controle biologico na

colonizacao de esclerodios de S. cepivora sob 17°C.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do alho e sua importancia

Mais de 700 especies pertencem a familia Aliaceae e, entre elas, esta o alho
(BARRERA; CAMARGO, 1985). O centro de diversidade do alho é na Asia central, tendo
sido descoberto no Egito aproximadamente em 3700 AC, onde era empregado para fins
medicinais (BLOCK, 1985; FENWICK; HANLEY, 1985; BANERJEE; MAULIK, 2002).

No Brasil, o cultivo do alho iniciou-se no periodo do descobrimento, porém, seu
plantio ficou limitado a pequenos cultivos durante muito tempo. Somente no século XX, o
cultivo foi expandido no territorio brasileiro, obtendo, ento, visibilidade entre os agricultores
e valor comercial ampliado (RESENDE et al., 2016). O alho possui diversas funcoes
terapéuticas e é utilizado como especiaria no preparo de alimentos (FILGUEIRA, 2003;
AMIN et al 2014) e é uma cultura de importancia para os produtores, tendo em vista que €
uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil (IBGE, 2017).

A planta de alho possui aproximadamente 50 cm de altura e, em condigdes climaticas
adequadas, exibe pendoamento, surgimento de um escapo floral e, por fim, apresenta
inflorescéncia com forma de umbela simples. O alho ndo forma sementes botéanicas
(FILGUEIRA, 2003). Ocorre o desenvolvimento das gemas do caule, e cada uma destas sera
responsavel por formar um bulbilho, que sera envolto por uma folha de protecdo, uma folha
de reserva e uma folha de brotacdo (SOUZA et al., 2009). A juncédo de varios bulbilhos dara
origem ao bulbo, o nimero de bulbilhos em cada bulbo pode variar de 5 até 56, onde estes
sdo conectados no caule por meio da base (MENEZES SOBRINHO, 1978).

Em sua fase inicial, a cultura do alho requer temperaturas amenas, 18 a 20°C, para
desenvolvimento. Durante o processo de bulbificacdo, a planta necessita de temperaturas
mais baixas, aproximadamente 10 a 15°C e para o processo de maturacdo temperaturas mais
altas, 20 a 25°C. Para o bulbo de alho desenvolver-se, fotoperiodo longo é um pre-requisito e
caso este seja insuficiente sua formacao sera afetada. No Brasil, foi desenvolvida uma técnica
chamada de vernalizagdo pré-plantio, esta faz com que a planta seja menos exigente em
fotoperiodo e baixas temperaturas. A técnica consiste em colocar as sementes em camaras
frias para realizar a frigorificagdo em temperaturas de 4°C e umidade relativa de 65 a 70%,
durante 45 a 60 dias. A umidade e o numero de dias a essas condi¢gdes podem variar de
acordo com a temperatura onde o bulbilho-semente foi produzido e da regido onde este sera

plantado. A vernalizacdo tornou possivel o cultivo de alho em locais onde essa prética era
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impossivel (MENEZES SOBRINHO et al., 1993; FILGUEIRA, 2003; RESENDE et al.,
2004).

Nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, o plantio de alho é realizado
de fevereiro a junho, sendo preferencialmente plantado em margo ou abril, porém, a data
pode variar de acordo com a cultivar. Na regido Sul, o plantio é realizado de maio a julho
(EMBRAPA, 2019). Com a técnica de vernalizacdo foi possivel reduzir o ciclo do alho.
Cultivares que ndo sdo submetidas a vernalizacdo possuem ciclo em torno de 210 dias e as
sementes que sdo submetidas possuem o ciclo cultural oscilando entre 90 a 130 dias,
dependendo da cultivar, periodo em que o plantio foi realizado, condicGes e quantidade de
tempo no qual a semente foi submetida ao resfriamento (RESENDE et al., 2016).

A China é lider mundial na producdo de alho, representando quase 80% da producédo
mundial. India e a Coréia do Sul ocupam segundo e terceiro lugar, respectivamente. O Brasil
representa somente 0,4% da producdo mundial, tendo producdo inexpressiva em comparacao
com os demais paises produtores (FAO, 2013a). Estima-se que em 2017, houve producédo de
132,8 mil t no Brasil, cultivados em aproximadamente 11,156 mil ha (CONAB, 2017b). De
acordo com dados do IBGE (2017), Minas Gerais € 0 maior produtor de alho do pais, com
cerca de 27,8% da producdo, seguido de Goias com 20,2%, Santa Catarina com 20,1%, Rio
Grande do Sul com 18,1% e Bahia com 6,9%. Quanto a produtividade, no Brasil, em 2017,
estima-se que a cultura do alho apresentou cerca de 11,9 t/ha. Os maiores produtores
mundiais, China e India produziram 27,1 t/ha e 5,3 t/ha, respectivamente (FAO, 2018b).
Baixos investimentos conferidos a cultura quanto a tecnologias de producdo fazem com que o
Brasil ainda ndo seja capaz de suprir sua demanda interna de alho (LUCINI, 2004). Foram
importados aproximadamente 15,6 mil t de alho para consumo de janeiro a maio de 2019.
Neste periodo, as importacdes foram oriundas da Argentina, 46,8% da quantidade total,
seguido de China, 43,6% e Espanha 4,9%. As demais importacfes foram oriundas do Chile,
Jordania e Peru (CONAB, 2019a).

Doencas causadas por fitopatogenos, falta de conhecimento do produtor para
conducédo de lavouras e precos elevados para implantacdo da cultura estdo entre os fatores
limitantes para a producdo de alho (LUCINI, 2004; RESENDE et al., 2004). Stromatinia
cepivora Whetzel (Sin. Sclerotium cepivorum Berk) e Athelia rolfsii (Curzi) Tu &
Kimbrough (Sin. Sclerotium rolfsii Sacc.) se destacam entre os patdégenos que causam
prejuizo aos produtores. Stromatinia cepivora possui gama de hospedeiras muito estreita

(ENTWISTLE, 1990) e Athelia rolfsii tem ampla gama de hospedeiros, fazendo do primeiro
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um dos géneros mais importantes de patdgenos para o alho (PUNJA, 1985; BULLUCK;
RISTAINO, 2002).

2.2 Podriddo branca do alho

O fungo de solo Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel, causador da podriddo branca,
pertence ao filo Ascomycota, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (MYCOBANK,
2019). Existem 66 patogenos descritos que afetam plantas do género Allium e S. cepivora se
destaca dentre os mais severos (CROWE et al., 1980; COLEY-SMITH, 1987; AMIN 2014).
Este patdgeno esta espalhado por diversas areas produtoras de alho do mundo todo (CROWE
et al., 1980; TORRES-BARRAGAN, 1996; ZEWIDE, 2007). Em Minas Gerais, S. cepivora
ja causou perdas de até 100% e € considerado um dos mais devastadores patdgenos da cultura
do alho (PINTO et al., 1998).

Stromatinia cepivora era anteriormente denominada Sclerotium cepivorum e pertencia
ao filo Basidiomycota e género Sclerotium, devido a proximidades de caracteristicas com
fungos do género Sclerotium. Em 1945, Whetzel transferiu Sclerotium cepivorum para o
género Stromatinia em virtude de semelhancas entre seus esclerodios e os de Stromatinia
gladioli. Desta forma, o fungo deixou de pertencer ao filo Basidiomycota e passou a fazer
parte do filo Ascomycota. Posteriormente, pesquisadores confirmaram as proximidades de
caracteristicas com o género Stromatinia e ocorreu a mudanca de nome de Sclerotium
cepivorum para Stromatinia cepivora, estudos realizados utilizando técnicas moleculares
comprovaram que esta era uma mudanga necessaria para a classificacdo correta do fungo.
Porém, a mudanca permanente do nome ainda ndo foi formalmente proposta por
pesquisadores (CARBONE; KOHN, 1993; XU et al., 2010).

A doenca se manifesta em reboleiras, plantas tornam-se subdesenvolvidas, folhas
amarelas, morte de folhas velhas, subsequentemente ocorre murcha e os bulbos comecam a
ser degradados (AMORIM et al., 2016). Ao retirar uma planta infectada do solo é possivel
verificar a presenga de micélio branco e cotonoso ao redor do bulbo acompanhado de
estruturas de resisténcia denominadas esclerédios (AMIN et al., 2014). O fungo ndo produz
esporos Viaveis para a dispersdo no campo (DAVIS et al., 2007). Apo6s a infestacdo da area,
torna-se dificil implantar novamente a cultura do alho na area devido a presenca das
estruturas de resisténcia, que sdo responsaveis pela sobrevivéncia e dispersdo do fungo em

campo.
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Figura 1 — Esclerédios de Stromatinia cepivora cultivados em placas contendo batata-

dextrose-agar e mantidas a 17°C durante 20 dias.

Os esclerddios sdo esferas de 0,3 — 0,6 mm de didmetro, que consistem em um
emaranhado de hifas compactadas, cobertos por melanina (WILLETS; BULLOCK, 1992;
ELSHAHAWY, 2019). Os esclerédios podem sobreviver no solo por mais de 20 anos e
tornar areas infestadas invidveis para o cultivo de alho (COLEY-SMITH et al., 1990). As
estruturas de resisténcia permanecerdo dormentes até que plantas hospedeiras sejam
cultivadas na area (MAUDE, 2006; WU et al., 2010; AMIN et al., 2014). De acordo com
Crowe et al., (1980), apenas um esclerddio por litro de solo é capaz de causar grandes perdas,
de 30 a 60%, em lavouras, porém a severidade da doenca esta relacionada com a quantidade
de estruturas de resisténcia presentes na area. A germinacao do esclerddio e propagacao da
doenca pode ocorrer entre 9 e 24°C, porém a temperatura ideal é de 18 °C. O fungo pode

causar a podriddo de todo o bulbo da planta de alho, afetar suas raizes e é capaz de passar de
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planta para planta. Aproximadamente 30 plantas proximas podem ser afetadas por um unico
esclerodio (CROWE; HALL, 1980; AMIN et al., 2014).

Partes de bulbos infectados, movimentagdo de solo, chuvas e dgua de irrigacdo sdo 0s
principais fatores que auxiliam na dispersdo do patdgeno em campo (DAVIS et al., 2007). A
medida que o sistema radicular da planta de alho comeca a se desenvolver, suas raizes
liberam exsudatos que fazem com que os esclerodios germinem e o micélio do fungo comece
a crescer no solo. Ao atingir a planta, o patégeno forma uma estrutura chamada apressorio,
que auxilia na fixagdo e penetracdo no alho. Desta forma, inicia-se, entdo, o processo de
colonizacdo. Durante o processo de colonizacdo, novas estruturas de resisténcia sao
produzidas. Esta doenca é exclusiva do género de plantas Allium, tendo em vista que 0s
esclerédios s6 germinam na presenca de compostos volateis liberados por raizes de tais
plantas (AMIN et al., 2014).

Em um estudo realizado por Pinto et al (1998), os sintomas nas plantas surgiram
depois de 60 dias ou mais apds o plantio, este momento corresponde ao estagio de
bulbificacdo, periodo de producdo e liberacdo de exsudatos produzidos pela planta de alho e
temperatura do solo favordvel ao desenvolvimento da doenca. Estes fatores em conjunto
propiciam a ocorréncia da doenca. Porém, se houver condi¢des ambientais adequadas, o
patdgeno é capaz de atacar plantas de alho durante todos os seus estagios de desenvolvimento
(ENTWISTLE, 1990).

Em situacBes em que o solo ndo esta propicio para a germinacdo do esclerddio, o
patdgeno pode se desenvolver lentamente e a planta pode ndo apresentar sintomas graves.
Porém, durante o armazenamento e sob condi¢bes adequadas, o alho continuard sendo
deteriorado, causando perda dos bulbos (CROWE, 2008; ARARSA; THANGAVEL, 2013;
AMIN et al., 2014).

O controle da doenca tem sido um desafio para produtores de alho. Considerando que
0 patogeno é de dificil controle e que suas estruturas de resisténcia podem permanecer
dormentes em solo por muitos anos (COLEY-SMITH et al., 1990), a estratégia ideal seria
evitar a entrada do patogeno no local de cultivo. Utilizar rotacdo de culturas € uma alternativa
invidvel para controle da doenca, pois o esclerodio ndo ird germinar na auséncia de sua planta
hospedeira (CROWE et al., 1993). Ainda ndo se tem cultivares de alho resistentes ao
patogeno e o melhoramento genético € um processo oneroso e demorado (EARNSHAW et
al., 2000).

Zewide (2007) sugere que existe um efeito supressivo sob esclerddios ao incorporar

ao solo residuos de brassicas, porém ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados a
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respeito do tema. Fungicidas (ZEWIDE; SAKHUJA, 2007), solarizacdo (PRADOS-LIGERO
et al., 2002; SATOUR et al., 2002) e limpeza de equipamentos antes do uso (ENTWISTLE,
1992) também foram descritos como medidas de controle para a doenca. Estimulantes de
germinacdo de esclerddios para que o esclerédio germine na auséncia do hospedeiro também
foram testados (TYSON et al., 1999; DAVIS et al., 2007). Elshahawy et al (2019) avaliariam
o efeito de po de alho, pd de cebola, oléo de alho, 6leo de cebola e residuos de alho e cebola,
incluindo cascas de alho e cebola, na germinagdo dos esclerédios e obtiveram reducdo da
doenca em areas que possuiam baixa incidéncia de esclerddios. Porém, em &reas com altas
quantidades de esclerddios, somente os residuos de alho e cebola obtiveram resultado
positivo no controle da doenca. A melhor estratégia de controle da doenca é a adocdo de
varias taticas em conjunto, porém, nenhuma alternativa de controle da doenca é muito
eficiente. Neste contexto, surge como alternativa a utilizacdo de agentes de controle
bioldgico, como micoparasitas de esclerdédios (GERLAGH et al., 1996; ELSHAHAWY et al.,
2018).

2.3 Controle biol6gico da podriddo branca

Implantar uma lavoura produtiva e com alto nivel de sanidade tem sido um desafio
para produtores e pesquisadores. Lugtenberg (2015) afirma que aproximadamente 25% de
toda producdo mundial de alimentos € perdida devido a danos causados por fitopatdgenos.

A constante preocupac¢do mundial com o uso intensivo de produtos quimicos para
controle de doencas tem feito com que novos questionamentos sejam levantados e a busca
por novas solucBes seja cada vez maior. Diante deste cenario, o controle bioldgico pode ser
uma alternativa viavel no auxilio do controle de patégenos (MORANDI; BETTIOL, 2009).

O controle bioldgico consiste em suprimir o patégeno ou seus efeitos deletérios por
meio da utilizacdo de microrganismos, como fungos, virus ou bactérias. Os agentes de
controle biologico (ACB) atuam por diversos mecanismos para impedir ou reduzir o
desenvolvimento dos sintomas da doenca. Diversos microrganismos ja foram descritos como
eficazes para controle de doencas de plantas. Inimeros estudos mostraram que os ACBs
podem ser tdo eficazes quanto o uso de fungicidas (O’BRIEN, 2017). A utilizacdo de ACB
vem sendo cada vez mais difundido entre os produtores, porem, ainda € necessario que 0s
estudos a respeito do assunto sejam ampliados para compreendermos 0 mecanismo de acao e

as interacGes com a planta e o patégeno (BETTIOL et al., 2008).
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Stromatinia cepivora € um patdgeno que ndo possui controle efetivo e causa grandes
perdas em regiGes produtoras de alho. Portanto, a busca por ACBs capazes de colonizar e
destruir esclerodios de forma eficaz é uma possibilidade promissora de manejo da doenga em
campo, além de ser alternativa para implementacdo de agricultura sustentavel e reduzir a
utilizacdo de produtos quimicos (ARASA; THANGAVEL, 2013). Para o sucesso dos ACBs
no controle de S. cepivora € preciso encontrar microrganismos que se adaptem bem as
condi¢bes ambientais e tipo de solo (CLARKSON et al., 2002). Alguns microrganismos ja
foram descritos como ACB de S. cepivora, entretanto, o problema com a doenca ainda
persiste tendo em vista que o patdgeno se desenvolve em baixas temperaturas e 0s
microrganismos usados como ACBs ndo possuem grande eficacia nessas condicdes.

Espécies de Trichoderma sdo usados como ACBs da podriddo branca em diversos
locais do mundo (ABD-EL-MOITY, 1992; METCALF; WILSON, 2001; MIRANDA et al.,
2006). As espécies T. harzianum, T. viride e T. hamatum apresentaram potencial contra S.
cepivora em cultivos de alho e cebola (KAY; STEWART, 1994; CLARKSON et al., 2002;
MIRANDA, 2006; ARARSA et al. 2013; HUSSAIN et al., 2017). Outros ACBs promissores
foram Chaetomium globosum, Coniothyrium minitans, Bacillus subtilis e Penicillium
nigricans (AHMED; TRIBE, 1977; UTKHEDE; RAHE, 1980; KAY; STEWART, 1994,
CLARKSON et al., 2002). No entanto, apesar do potencial desses ACBs, ndo existem
produtos comerciais disponiveis para o controle da podriddo branca. Dentre os fatores mais
importantes para essa realidade esta o fato de S. cepivora ter seu melhor desenvolvimento a
aproximadamente 17° C, enquanto que a maior parte dos ACBs apresentam baixa atividade
nessa temperatura. Portanto, é de suma importancia ampliar os estudos para encontrar
microrganismos que atuem como ACBs de podriddo branca em baixas temperaturas para que
0 controle da doenca seja efetivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos isolados

Neste trabalho foram utilizados setenta isolados de fungos para verificar sua eficacia
como ACBs de Stromatinia cepivora. Trinta e oito isolados foram identificados como
Trichoderma sp.: CX03TR10MTS, CX02TRO7MTS, CX02TR12MTS, CXO02TR11MTS,
CX01TRO3-, CXO01TR2.IMTN, CXO01TR6MON, CXO01TR11IMTS, CXO01TRO02ZMTN,
CX01TR1.2MON, CXO01TR4.2MON, CXO01TR12-, CXO01TR23MTS, CXO01TR10-,
CXO01TRO3MTN, CX03TR23MTS, CXO01TRCAM, CXO01TRO1IMTS, CXO01TR1.2MTN,
CX01TRO4-, CXO01TR4.1MON, CX01TRO6-, CX01TRO2MON, CXO01TRO7-,
CX01TR24MTS, CX01TR3.1IMON, CX02TRO3MTS, CX02TRO5MTS, CX02TR10MTS,
CX02TR14MTS, CX02TR18MTS, CXO02TR19MTS, CXO03TR25MTS, CX03TRO1IMTS,
CXO03TRO2MTS, CX03TRO4MTS, CX03TR13MTS e CX03TR17MTS. As espécies ainda
ndo foram identificadas e sdo pertencentes a colecdo micoldgica da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB). Foram coletados na restinga de Guaibim, no estado da Bahia.
Vinte e cinco isolados pertencem a colecdo micoldgica do Laboratorio de Controle Biologico
da Universidade Federal de Lavras: CB1, CB2, CB3, CB4, CB5, CB7, CB8, CB9, CB10,
CB12, CB13, CB14, CB15, CB16, CB17, CB18, CB19, CB20, CB21, CB22, CB23, CB24,
CB25, CB26, CB27 e foram isolados da superficie de esclerodios de Sclerotinia
sclerotiorum, patdégeno de solo que pertence a mesma familia de S. cepivora. As estruturas de
resisténcia foram encontradas no solo em area de producdo experimental de feijdo na cidade
de Cristais, Minas Gerais, entre eles estdo seis isolados de Trichoderma sp. (CB1, CB5, CB7,
CB8, CB9, CB10) e dezenove isolados de Penicillium sp. (CB2, CB3, CB4, CB12, CB13,
CB14, CB15, CB16, CB17, CB18, CB19, CB20, CB21, CB22, CB23, CB24, CB25, CB26,
CB27). Sete isolados utilizados no estudo sdo oriundos do continente africano e foram
gentilmente cedidos pela Universidade de Addis Ababa, Etiopia (AAUT7, AAUTI11 e
AAUT13 identificados como T. orientale, AAUT3 e AAUTL17 identificados como
Penicillium sp., AAUT22 identificado como Talaromyces sp. e AAUT14 identificado como

T. harzianum).
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3.2 Crescimento dos isolados a 17°C

A fim de avaliar o crescimento e esporulacao dos 70 isolados a 17°C, foram dispostos
discos de micélio de cada isolado no centro de placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo
meio batata-dextrose-agar (BDA), composto por 200g de batata cozida, 20g de dextrose, 20g
de agar. As placas foram dispostas em camaras de crescimento tipo BOD a 17°C e avaliadas
apos sete dias.

Realizou-se a avaliagdo visual do micélio dos isolados por meio da verificagdo da
presenca de hifas e a presenca de esporos por meio da constatacdo da coloracdo verde.
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), duas repetices foram feitas em
datas distintas, onde avaliou-se duas placas em cada repeticdo e cada placa foi considerada

uma unidade experimental.

3.3 Obtencao de esclerddios

Esclerddios de S. cepivora foram extraidos de solo de areas produtoras de alho da
regido de Sdo Gotardo, Minas Gerais, com historico de podriddo branca utilizando a técnica
descrita por UTKHEDE et al. (1979). Os esclerédios foram desinfestados superficialmente
utilizando solugdo de hipoclorito de sodio 1% durante 5 min, alcool 70% por 2 min e, por
fim, foi feita uma dupla lavagem durante 1 minuto utilizando agua destilada esterilizada, eles
foram dispostos em papel filtro esterilizado para o processo de secagem. As estruturas de
resisténcia foram posicionadas em placas contendo BDA para multiplicacdo e cultivo de
culturas puras de S. cepivora, as placas foram dispostas em BOD e armazenadas durante 20
dias.

3.4 Preparo da suspensdo e avaliacdo da eficacia dos isolados como agente de controle

bioldgico “in vitro”

Para cada possivel ACB, uma suspensdo de conidios foi preparada. Placas de Petri
mantidas em BOD a 17°C foram utilizadas para a preparacdo da suspenséao de esporos. Foram
adicionados 10mL de &gua destilada esterilizada e uma gota de Tween em cada placa e os
esporos foram raspados com uma alca de Drigalsky. Posteriormente, a suspensao de esporos

foi filtrada com gaze.
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Placas de Petri de 9cm de diametro esterilizadas foram utilizadas para o teste de
parasitismo de esclerodios pelos potenciais ACB. Um disco de papel filtro esterilizado
umedecido com &gua destilada esterilizada foi adicionado em cada placa. Sob o papel filtro
umedecido foram dispostos oito esclerddios de S. cepivora de forma espacada. Cada
esclerodio foi tratado com 2 microlitros de suspensdo de esporos e a placa foi mantida a em
BOD a 17°C por 14 dias. No tratamento controle os esclerodios foram tratados com agua
destilada esterilizada.

Apos os 14 dias de incubacdo, os esclerddios foram desinfestados superficialmente
com hipoclorito de sodio 1% por 5 min, seguido de alcool 70% por 2 min e, por fim, lavados
duas vezes em agua estéril por 1 min e secos ao ar sob papel de filtro estéril. Por fim, os
esclerddios foram transferidos para placas contendo meio BDA e incubados em BOD a 17°C.
Aos 20 dias de incubacdo, avaliou-se a viabilidade e a coloniza¢do dos esclerédios por
potenciais ACB por meio da presenca de S. cepivora ou do isolado de ACB que estava sendo
testado.

O experimento foi conduzido duas vezes em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), onde cada placa foi considerada uma unidade experimental e cada esclerédio uma

repeticdo. Avaliou-se as médias de esclerddios colonizados apos 20 dias para cada isolado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento dos isolados a 17°C

Cinquenta e um isolados produziram micélio denso e esporularam em grande
quantidade ap0s sete dias de cultivo em placas de Petri contendo meio BDA a 17°C (Tabela
1). Para o desenvolvimento de produtos bioldgicos, tais caracteristicas sdo de suma
importancia. Para que o isolado seja eficaz em areas de cultivo, é preciso considerar fatores
ambientais como a temperatura no periodo da aplicacdo visto que em laboratorio é possivel
realizar o controle preciso das condi¢des para o perfeito desempenho do isolado. Desta

forma, os cinquenta e um isolados se mostram mais promissores que 0s demais para o

Tabela 1 - Avaliacdo visual do micélio e esporulacdo dos isolados em estudo cultivados em
meio batata-dextrose-agar crescidos em BOD a 17°C durante sete dias.

Isolados
Miceélio Esporulacédo
Trichoderma sp. Penicillium sp.  Talaromyces sp. denso perceptivel
CXO03TR10MTS, CX02TRO7MTS, CB2, CB3,
CX02TR11MTS, CX01TR11MTS, CB4, CB12,
CXO01TRO2MTN, CX01TR1.2MON, CB13, CB14,
CX01TR12-, CX01TR10-, CB15, CB16,
CX01TRCAM, CX01TRO04-, CB19, CB20,
CX01TR4.1IMON, CX01TR06-, CB21, CB22, AAUT22 XXX XXX
CX01TR02MON, CX01TRO7-, CB24, CB25,
CX01TR24MTS, CX01TR3.1IMON, CB26, CB27,
CX02TRO3MTS, CX02TRO5MTS, AAUTS,
CX02TR10MTS, CX02TR14MTS, AAUT17
CX02TR19MTS, CX03TROAMTS,
CX03TR17MTS, CB5, CB7, CBS,
CB9, CB10, AAUT7, AAUT11],
AAUT13, AAUT14,
CX01TR6MON, CX01TR23MTS, CB17, CB18,
CX01TROIMTS, CX03TR25MTS, CB23 - X XX
CB1

CX02TR12MTS, CX01TRO3-,

CX01TR2.1IMTN, CX01TR4.2MON,

CX01TRO3MTN, CX03TR23MTS, - - X X
CXO01TR1.2MTN, CX02TR18MTS,

CX03TROIMTS, CX03TRO2MTS,

CX03TR13MTS

(X) Baixa producéo de micélio/esporulagéo.
(XX) Média producéao de micélio/esporulacéo.

(XXX) Alta producéo de micélio/esporulagéo.
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controle de S. cepivora tendo em vista que a doenca causa maiores danos em temperaturas em
torno de 17°C (COLEY-SMITH et al., 1990). No entanto, somente o crescimento a 17°C néo
garante que o isolado terd eficacia no campo.

Onze isolados ndo produziram micelio denso e apresentaram baixa esporulacdo apos
sete dias a 17°C em BOD.

4.2 Avaliacao da eficacia dos isolados como agente de controle biolégico “in vitro”

Os isolados de Trichoderma CXO01TR12-, CX01TRCAM e CX02TR19MTS
colonizaram 100% dos esclerddios de S. cepivora e interromperam a sua germinagdo nas duas
vezes em que o experimento foi conduzido (Figura 2A). Os trés isolados também
apresentaram producdo de micélio denso e esporulacdo intensa sob temperatura de 17°C.
Tendo em vista que o micélio de S. cepivora coloniza a planta e posteriormente sdo formados
esclerédios que podem permanecer no solo por muitos anos (AMORIM et al., 2016; COLEY-
SMITH et al., 1990), reduzir ou cessar a germinacao dos esclerddios é indispensavel para o
controle da doenca. Adaptar-se a temperatura de 17°C é um pré-requisito de extrema
importancia para adequacéo e funcionamento do produto de controle bioldgico para podriddo
branca em campo. Grande parte dos isolados de Trichoderma ndo se adaptam bem sob
condicdes de baixas temperaturas (CLARKSON et al., 2002; FUGA et al., 2012), uma
possivel justificativa para CX01TR12-, CX01TRCAM, CX02TR19MTS se adaptarem bem
sob baixas temperaturas € que estes isolados foram coletados em area de restinga, onde
sobreviveram a condicdes adversas.

Em experimento conduzido na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia foi
realizado BOX PCR com os isolados advindos da mesma Universidade e utilizados no
presente trabalho. Através do BOX PCR foi possivel verificar que cada isolado possui um
perfil genético diferente, constatando-se assim a ampla diversidade dos ACB avaliados.

Espécies de Trichoderma sdo boas opgbes para atuarem como ACB devido a sua
capacidade de crescer de forma rapida ao serem aplicados em solo e possuir resisténcia
natural a compostos téxicos (CHET et al., 1997). Trichoderma ja foi descrito por diversos
pesquisadores como ACB eficaz para o controle de diversas doengas (PAPAVIZAS., 1985;
MCLEAN; STEWART., 2001; EL-HASSAN et al., 2013; MENEZES et al., 2013;
SARAVANAKUMAR et al., 2017; GHAZANFAR et al., 2018).
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McLean & Stewart (2000) estudaram alguns microrganismos para controle de S.
cepivora, entre eles espécies de Trichoderma e afirmaram que eles possuem aptiddo para
inibir o crescimento micelial da doenca e colonizar esclerédios. Trichoderma
longibrachiatum e T. asperellum também foram avaliados e demonstraram resultados
promissores no controle de Sclerotinia sclerotiorum e S. cepivora (HERNANDEZ et al.,
2011). Isolados diferentes de Trichoderma podem apresentar niveis de antagonismo distintos
quando utilizados como ACB para diferentes doencas de plantas, desta forma, avaliar
diferentes especies para controle de uma mesma doenga e realizar o estudo e selecdo dos
ACB para cada fungo fitopatogénico separadamente € necessario (DUBEY; SURESH.,
2006).

Em um trabalho conduzido por Elshahawy et al., (2019), foram testados T. harzianum,
T. koningii e T. virens separadamente e em conjunto e concluiu-se que a combinagéo dos trés
foi capaz de controlar S. cepivora sob condi¢des de baixa densidade de inoculo (40
esclerodios/Kg de solo). Testes combinando CX01TR12-, CX01TRCAM e CX02TR19MTS
podem ser realizados em experimentos futuros para verificar sua eficacia para o controle de

podriddo branca.

Figura 2 — Porcentagem de esclerodios colonizados por potenciais agentes de controle
biol6gico em ensaios in vitro a 17°C. (A) Isolados de Trichoderma pertencentes
a colecdo micoldgica da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia. (B)
Isolados pertencentes a colecdo micoldgica do Laboratério de Controle
Biologico da Universidade Federal de Lavras. (C) Isolados pertencentes a

colecdo micoldgica da Universidade de Addis Ababa.
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Figura 3 - Testemunha e isolados cultivados em meio BDA por 20 dias a 17°C que
colonizaram 100% dos esclerddios tratados. A-B) Primeira e segunda repeticéo,
respectivamente, dos esclerddios utilizados como testemunha, tratados com agua
destilada esterilizada, C-D) primeira e segunda repeticao, respectivamente, dos
esclerodios tratados com o isolado CX01TRCAM, E-F) primeira e segunda
repeticdo, respectivamente, dos esclerédios tratados com o isolado
CX02TR19MTS, G-H) primeira e segunda repeticdo, respectivamente, dos
esclerddios tratados com o isolado CX01TR12-.
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Oito isolados de Trichoderma apresentaram taxa de colonizacao de esclerodios acima
de 80%. CX01TR2.1IMTN e CX03TR23MTS (Figura 2A) apresentaram media de 93,75%
das estruturas de resisténcia de S. cepivora parasitadas na primeira repeticdo e 100% na
segunda repeticdo. Os isolados de Trichoderma CB10, CXO01TR23MTS, CXO01TRO7,
CX01TR24MTS, CX02TR10MTS (Figura 2A-B) apresentaram média de colonizacdo de
87,50% na primeira repeticdo e 100% na segunda. CXO03TR10MTS, que também é uma
espécie de Trichoderma (Figura 2), apresentou 100% na primeira repeticdo e 87,50% na
segunda repeticdo. Cada espécie de Trichoderma pode apresentar temperatura 6tima de
crescimento diferente, porém estudos mostram que as enzimas que o fungo produz e que
fazem parte do processo de parasitismo continuam ativas quando submetidas a condi¢des de
baixas temperaturas (KREDICS et al., 2003).

As placas contendo os esclerddios testemunha tratados com &agua apresentaram
crescimento de 100% de S. cepivora, excluindo-se entdo a probabilidade de acontecer
contaminacgdo com os isolados em estudo entre as placas avaliadas (Figura 2C).

Seis isolados se mostraram menos eficazes no controle da germinagdo das estruturas
de resisténcia (Figura 2). CB3, isolado de Penicillium, apresentou 0% de controle da
germinacdo em ambas repeticOes, se destacando como o pior isolado em estudo para controle
de S. cepivora (Figura 2B).

Quatro espécies de Trichoderma foram avaliadas para controle de Sclerotinia
sclerotiorum na cultura do feijdo sob condicOes de baixas temperaturas e alta pressao de
indculo, nestas circunstancias, o patdgeno foi favorecido e nenhuma apresentou eficacia para
o controle da doenca da doenca em campo (PAULA JUNIOR et al., 2012). Este estudo
demonstra que alguns isolados ndo possuem eficécia de colonizacdo de escler6dios mesmo
que outros isolados da mesma espécie ja tenham sido descritos como efetivos para
colonizacao de estruturas de resisténcia.

Os isolados de Trichoderma CX01TR12-, CX01TRCAM e CX02TR19MTS possuem
potencial para colonizar, cessar a germinacdo de esclerddios de S. cepivora, sendo entdo,
considerados bons microrganismos para conducdo de maiores experimentos em campo para
uma possivel formulagdo de produtos de controle bioldgico de S. cepivora. Mais estudos séo
necessarios tendo em vista que diversos ACB estudados em laborat6rio por pesquisadores no
mundo todo tiveram dificuldades em se adaptar em campo devido a contratempos causados
por dosagens dos microrganismos, condi¢cdes ambientais e diferentes solos (CLARKSON et
al., 2002).
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Entre os mecanismos que os ACB podem utilizar para o controle de doencgas estdo
parasitismo, sintese de compostos antimicrobianos, competicdo e inducdo de resisténcia
(ZHOU; PAULITZ., 1994; VALLAD; GOODMAN., 2004; STEWART; MCLEAN., 2007).
Além desses mecanismos, espécies de Trichoderma promovem o crescimento de plantas e
auxiliam no alivio de estresses ambientais, tais como seca, salinidade e temperaturas
extremas. Na maioria dos casos, a degradacao dos esclerddios de S. cepivora decorre da acao
de compostos toxicos produzidos pelo microrganismo agente de controle biol6gico ou
parasitismo (SILVA et al.,, 2011; OLMEDO-MONFIL; CASAS-FLORES., 2014). O
mecanismo de acdo dos isolados de Trichoderma CX01TR12-, CX01TRCAM e
CX02TR19MTS é provavelmente o micoparasitismo como foi observado em estudo
realizado por Abd-El-Moity & Shatla (1981). Os demais mecanismos de agdo que os ACB
podem apresentar ndo foram avaliados durante este estudo.

Atualmente, existem 23 fungicidas biologicos registrados para controle de doengas no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA (AGROFIT, 2019a), mas
nenhum deles é indicado para controle de S. cepivora (AGROFIT, 2019b). Tendo em vista
que o alho ndo é uma cultura amplamente cultivada em territorio brasileiro, apresentando
somente cerca de 11 mil hectares plantados (CONAB, 2017b), quando comparados com soja
gue em 2018 apresentou area plantada de mais de 35 milhGes de hectares (EMBRAPA, 2019)
ou milho que apresentou 17 milhdes de hectares, a cultura do alho ainda se mostra bastante
inexpressiva e este fator contribui para que empresas ndo foquem seus investimentos para a
pesquisa e desenvolvimento de produtos para o controle de S. cepivora.

Os resultados do presente trabalho confirmam a hipotese que espécies de Trichoderma
possuem habilidade de controle de S. cepivora e grande potencial para avaliagdo em campo.
A comprovacdo da eficacia em campo é necessaria para a avaliacdo dos ACBs em éareas
infestadas pelo patdgeno sob a influéncia de fatores ambientais que podem interferir no
desempenho do Trichoderma. Portanto, os proximos passos para continuidade deste trabalho
consistirdo em sequenciamento do DNA dos isolados para sua identificacdo, testes in vitro de
combinacgdes de isolados que apresentaram taxa de colonizacdo de esclerodios maiores que

80% e aplicacdo em areas afetadas por S. cepivora.
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5 CONCLUSAO

Com este trabalho trés isolados de Trichoderma, CX01TR12-, CX01TRCAM,
CX02TR19MTS que colonizam esclerddios de S. cepivora e cessam sua germinacdo “in
vitro” a 17°C foram selecionados. Experimentos adicionais devem ser realizados com o

objetivo de verificar a eficacia dos isolados em campo.
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