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Resumo — O objetivo deste trabalho foi selecionar e identificar isolados de Trichoderma spp. para o controle
do tombamento causado por Rhizoctonia solani (AG-4) em plantulas de pepino (Cucumis sativus L.), além
de avaliar o efeito de concentragdes crescentes ¢ de combinag¢des dos isolados mais eficientes no controle
da doenca. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, com 490 isolados. O tombamento das
mudas foi avaliado uma semana apds a aplicagdo a base das plantulas de substrato infestado com antagonista (1%)
e patogeno (1%). Os doze isolados que proporcionaram mais de 85% de redugdo da doenga foram testados
em concentragdes crescentes para o controle do patégeno (1%): 0,5, 1, 2, 3 e 4%. Também foi avaliado o
efeito das combinacdes dos cinco isolados mais promissores. Os isolados mais efetivos foram identificados
pelo sequenciamento da regido espacadores internos transcritos (ITS) do DNA ribossomico. Dos 490 isolados
testados 44 (9%) reduziram o tombamento. As concentragcdes de antagonistas superiores a 2% foram as mais
efetivas no controle da doenca. Apenas duas combinagdes resultaram no aumento do controle da doenca.
Os isolados mais efetivos foram identificados como 7. hamatum (IBOS, 1B30, IB60), 7. harzianum (IB34,
IB35), T atroviride (IB13), T. spirale (IB16, 1B24) e T. asperellum (IB44). Nao foi possivel a identificacdo da
espécie de trés isolados.

Termos de indexagdo: Cucumis sativus, antagonistas, controle bioldgico, método de seleg@o, tombamento.

Bioprospection of Trichoderma spp. isolates to control Rhizoctonia solani
on cucumber seedling production

Abstract — The objective of this work was to select and identify Trichoderma spp. isolates for the control of
Rhizoctonia solani (AG-4) damping-off on cucumber (Cucumis sativus L.) seedlings, as well as to evaluate
the effects of increasing concentrations and different combinations of the most efficient isolates in the disease
control. The experiments were carried out in a greenhouse with 490 isolates. The disease on cucumber seedlings
was evaluated one week after the application of a commercial substrate infested with both antagonist (1%)
and pathogen (1%) to the seedlings’ root collar. The twelve isolates that conferred more than 85% of disease
reduction were further evaluated in pathogen control (1%) at the concentrations 0.5, 1, 2, 3 and 4%. The effect
of combining five of the most promising isolates in disease control was also evaluated. The most effective
isolates were identified through the sequencing of the ribosomal internal transcribed spacers (ITS) region. Out
of the 490 isolates tested 44 (9%) caused reduction of damping-off. Antagonist concentrations higher than
2% conferred the most effective disease control. Only two combinations of isolates resulted in increased
disease control. The most effective isolates were identified as 7. hamatum (IBOS, IB30, IB60), T harzianum
(IB34, IB35), T. atroviride (IB13), T. spirale (IB16, I1B24) and T. asperellum (IB44). Three isolates could not
be identified at species level.

Index terms: Cucumis sativus, antagonists, biological control, selection method, damping-off.

Introducao vulneraveis e apresentam as maiores perdas infligidas
pelo patdgeno (Lewis & Lumsden, 2001).

O fungo R. solani pode ser introduzido em solos
ou substratos em qualquer etapa do plantio, tanto via

sementes como por meio de substratos contaminados

Rhizoctonia solani ¢ um importante fitopatégeno de
solo e causa perdas em diversas culturas de importancia
econOmica, inclusive hortalicas (Faltin et al., 2004).
Como esse patogeno tem propensdo a atacar tecidos

jovens, ele causa tombamento de plantulas na pré
ou poés-emergéncia. Os viveiros sdo especialmente

(Lewis & Lumsden, 2001). Trata-se de um patdgeno de
dificil controle, em razdo da producgdo de esclerodios
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que garantem a sua sobrevivéncia em condigdes
ambientais adversas, pois o patdégeno pode viver
saprofiticamente na matéria organica do solo e possui
um grande niimero de hospedeiros (Faltin et al., 2004).

As principais formas de controle desse patogeno sao
o uso de fumigantes e o tratamento de sementes com
fungicidas (Goulart, 2002; Fravel & Lewis, 2004).
Entretanto, segundo Lewis & Lumsden (2001), nos
Estados Unidos, as perdas em viveiros podem chegar
a 10% da produg@o, mesmo com uso do tratamento
quimico.

Ousodeantagonistas para o controle de fitopatogenos
tem sido bastante investigado nas ultimas décadas,
por varios motivos, principalmente pelos problemas
ambientais e de saude humana decorrentes do uso
indiscriminado de agrotéxicos (Grigoletti Junior et al.,
2000; Peres et al., 2007).

Espécies do género Trichoderma vém sendo
utilizadas com sucesso no controle de fitopatégenos de
solo, por serem capazes de proteger plantas por meio de
diferentes mecanismos de agdo (parasitismo, antibiose,
competicdo e indugdo de resisténcia), e por colonizar
eficientemente o substrato e o sistema radicular de
varias espécies de plantas (Harman et al.,, 2004;
Harman, 2006; Woo et al., 2006). Além disso, esse
género estd entre os microrganismos mais resistentes
as toxinas e produtos quimicos naturais e sintetizados
pelo homem, capazes até mesmo de degradar alguns
desses compostos, tais como hidrocarbonetos e
pesticidas (Harman et al., 2004; Harman, 2006; Woo
et al,, 2006). Outra importante caracteristica desse
género ¢ que muitas de suas linhagens sao produtoras
prolificas de esporos e de poderosos antibiéticos (Woo
et al., 2000).

Em razao da produgdo de mudas de hortaligas ser
uma das etapas mais importantes do sistema produtivo,
pois dela depende o desempenho final das plantas
nos canteiros de producdo (Marques et al., 2003), a
aplicacdo de agentes de biocontrole em sementes ou
substratos pode ser uma forma eficiente de proteger
plantulas contra R. solani. Além disso, as condi¢des
que favorecem a doenca, na etapa de producdo de
mudas, também podem favorecer os agentes biologicos
introduzidos.

Embora os caracteres morfologicos continuem sendo
utilizados como método primario para a identificacdo
de isolados de Trichoderma sp., existem dificuldades
e controvérsias na definicdo segura das espécies
morfologicas desse género. Segundo Druzhinina &
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Kubicek (2005), esse fato tem ocasionado o emprego
incorreto do nome das espécies comumente utilizadas
para a industria e para o biocontrole de fitopatogenos.
Para evitar esse problema, Druzhinina et al. (2005)
desenvolveram um método de identificacdo, no nivel
de género e espécie, facil e rapido de ser utilizado,
pois se baseia na comparacdo das sequéncias dos
espacadores internos transcritos (ITS) 1 e 2 do rDNA,
obtidas de cada isolado, com as encontradas em um
banco de dados online.

O objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de
Trichoderma spp. capazes de controlar o tombamento
causado por R. solani (AG-4) em plantulas de pepino,
bem como testar o efeito da aplicagdo de diferentes
concentracdes € combinagdes de alguns dos melhores
i1solados no controle da doenca e identifica-los em nivel
de espécie.

Material e métodos

Na fase inicial do estudo, foram testados 490 isolados
de Trichoderma spp., pertencentes a colecdo de
culturas do Laboratério de Bioquimica Fitopatoldgica
do Instituto Biologico. O isolado de Rhizoctonia solani
AG-4 foi cedido pelo Laboratorio de Fitopatologia, do
Centro Experimental Central do Instituto Biologico,
em Campinas, SP.

Os propagulos do antagonista e do patégeno foram
produzidos pela deposi¢do de um disco de 5 mm de
diametro de meio batata-dextrose-agar (BDA), com as
estruturas propagativas dos potenciais antagonistas
ou do patogeno, em 10 g de grios de arroz (com
Trichoderma) ou trigo (com R. solani) previamente
umedecidos e esterilizados. As culturas foram incubadas
por sete dias em incubadora tipo BOD regulada para
27°C, equipada com lampadas fluorescentes de luz
branca e fria, com fotoperiodo de 8/16 horas (claro/
escuro).

Todos os ensaios foram realizados em casa de
vegetacdo. Sementes de pepino, cultivar Rubi, foram
plantadas em 300 g de substrato comercial para a
producdo de mudas (Plantmax Ht/Eucatex Agro), em
sacos pretos de polietileno de 12 cm de largura por
12 cm de altura. Duas semanas apos a germinagao das
sementes, foi feita a deposicdo, na base das plantulas,
de 50 g de substrato Plantmax Ht misturado com 0,5 g
de grdos de trigo colonizados com R. solani (1%) ¢
0,5 g de graos de arroz colonizados com o antagonista
(1%). Apds a incubagdo por uma semana em sacos de
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plastico transparentes, a temperatura ambiente, essas
misturas foram depositadas na base das plantulas de
pepino com duas semanas de idade. A avaliagdo foi
realizada apds uma semana, por meio da contagem
do numero de plantulas que sobreviveram em cada
tratamento.

Foram realizados dez ensaios para testar os
490 isolados de Trichoderma spp. O delineamento
experimental utilizado nesses ensaios foi o
inteiramente ao acaso, com 51 tratamentos cada,
cinco repetigdes e cinco plantas por parcela.
Os tratamentos foram constituidos por 49 isolados e
duastestemunhas: umasemadi¢do de microrganismos
e outra s6 com a adi¢do do patégeno. Os dados de
percentagem do numero de plantulas sobreviventes
foramtransformados paraarc sen (x/n)%° e submetidos
a analise de variancia. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Realizou-se mais um ensaio, também em casa de
vegetagdo, para avaliar o efeito de diferentes doses dos
12 isolados de Trichoderma spp. que proporcionaram
reducdo superior a 85% no tombamento de plantulas.
Esses 12 isolados haviam sido selecionados entre os
44 que reduziram o tombamento na etapa anterior do
estudo. Em 50 g de substrato Plantmax Ht, foi feita
a adicdo de 0,5 g de graos de trigo colonizados com
R. solani(1%),¢0,25,0,5,1, 1,5 e2 gde graos de arroz
colonizados com cada isolado de Trichoderma spp.
(ou0,5,1, 2,3 e 4%). Apds uma semana de incubagio
em sacos de plastico transparentes, a temperatura
ambiente, essas misturas foram depositadas na base
das plantulas de pepino, com duas semanas de idade.
A avaliagdo foi realizada apdés uma semana, pela
contagem do nimero de plantulas que sobreviveram
em cada tratamento. Nos tratamentos controle, as
plantulas receberam substrato com e sem a adi¢ao
do patdégeno. Para cada isolado, o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com
cinco concentragdes ¢ uma testemunha somente com
o0 patogeno (seis tratamentos), e cinco repeti¢oes. Cada
unidade experimental foi constituida por cinco plantas
em um saco de plastico. Os dados de cada isolado
foram submetidos a analise de variancia, e foi testada a
significancia dos modelos quadratico e linear.

Para a avaliagdo do efeito da aplicagdo isolada ou
combinadadosisoladosdeTrichodermaspp.,realizou-se
outro ensaio em casa de vegetacdo, com cinco isolados
de Trichoderma spp. (IB08, IB13, IB30, IB 34 ¢ IB52),
escolhidos aleatoriamente entre os 12 isolados que

proporcionaram mais de 85% de controle do patogeno.
Os isolados foram aplicados separadamente ou em
combina¢des de dois ou mais isolados, no total de
27 tratamentos, incluindo os tratamentos-controle
(controle sem adig@o do patdgeno, controle com adi¢do
dopatogeno,IB0S,1B13,1B30,1B34,IB52, IBO8+IB13,
IBO8+IB30, IB08+IB34, IB08+IB52, IB13+IB30,
IB13+IB34, 1B13+IB52, IB30+IB34, IB30+IB52,
IB34+IB52, IBO8+I1B13+I1B30, IBOS+IB30+IB34,
IB08+IB34+IB52, IB18/22+IB30+IB34, 1B18/22+
1B34+IB52, 1B30+IB34+IB52, IB08+IB30+IB34,
1B08+IB30+IB34+1B52, IB13+IB30+IB34+IB52,
IB08+IB13+IB30+IB34+IB52). Em 50 g de substrato
comercial Plantmax Ht foram adicionados 2% (1 g)
de graos de arroz colonizados por Trichoderma spp. e
1% (0,5 g) de graos de trigo colonizados por R. solani.
Quando se tratava de uma combinagao, os isolados eram
aplicados em quantidades iguais até a quantidade final
de 1 g de graos com antagonistas por repeticdo. Essas
misturas foram incubadas por sete dias a temperatura
ambiente, e entdo foram distribuidas préximas ao colo
de plantulas de pepino com duas semanas de idade
(aproximadamente 10 g por planta). Nos tratamentos
controle, as plantulas receberam apenas o substrato,
com e sem a adi¢do do patégeno. O delineamento
experimental e a avaliagdo desse ensaio foram
realizados da mesma forma descrita anteriormente.
Os dados de percentagem de tombamento obtidos
foram transformados para arc sen (x/n)*° e submetidos
a analise de variancia, e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os 12 isolados de Trichoderma spp. mais eficientes na
reducdo do tombamento (Tabela 1) foram identificados
por meio de comparag@o da regido rDNA nuclear, que
contém os genes /7S 1 e ITS 2, com sequéncias da regido
espagadora ITS do rDNA, no programa 7richOKEY,
disponivel em www.isth.info (Druzhinina et al., 2005).
Para a extragdo do DNA gendmico, os isolados de
Trichoderma spp. foram cultivados por trés dias em
meio liquido de batata-dextrose, em incubadora tipo
BOD, a 27°C. O micélio foi coletado e lavado duas
vezes com agua destilada esterilizada. A extracdo do
DNA genomico dos isolados foi feita de acordo com
o protocolo II (Vidal et al., 2005). A amplificacdo da
regido do rDNA nuclear que contém os genes /75 1 e
ITS 2, foi feita pela combinag@o dos iniciadores SR6R
e LR1 (Lieckfeldt et al., 1999). O programa de PCR
consistiu de uma desnatura¢do inicial de 5 min a 95°C,
seguida de 35 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 55°C, e
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3 mina 72°C, com uma final de 5 min a 72°C. Aliquotas
de 5 uL foram separadas em gel de agarose a 1% (peso/
volume), em tampao 1 X TAE [40 mM Tris, 20 mM acido
acético, 1 mM EDTA (pH 8)], corado com brometo
de etidio. O produto dessa reagdo foi purificado com
QIAquick PCR purification Kit (Quiagen) e utilizado
na reagdo de sequenciamento, com os iniciadores ja
mencionados, o reagente Big Dye terminator (Applied
Biosystems) e o sequenciador automatico ABI377
(Applied Biosystems).

Resultados e Discussao

Dos 490 isolados de Trichoderma spp. testados,
44 (9%) reduziram os sintomas de tombamento causado
por R. solani em plantulas de pepino. Na Tabela 1,
podem ser observados os resultados obtidos no ultimo
ensaio, realizado com os 44 isolados selecionados,
em que se observou variacdo na sobrevivéncia das
plantas de 15%, para o tratamento controle, 20% para
os isolados 1B05, IB18, IB20 e IB36, ¢ até 100%,
para os isolados 1B04, 1B13, 1B44 e IB60. Para oito
dos isolados testados (IB08, IB16, IB24, IB30, B34,
IB35, IB52 e IBS55), foi observada sobrevivéncia
das plantulas acima de 85%, e para quatro isolados
(IB04, IB13, IB44 ¢ IB60) nenhuma planta apresentou
sintoma da doenga, ou seja, houve total supressido
do patogeno (Tabela 1). Varios relatos do potencial
de Trichoderma spp. no controle de tombamento de
plantulas podem ser encontrados na literatura (Zheng
& Shetty, 1999; Manoranjitham et al., 2000; Lewis ¢
Lumsden, 2001; Patricio et al., 2001; Howel, 2006).
Redugdes de até 82% nos sintomas de tombamento em
diferentes culturas, inclusive pepino, pela aplicagdo
desses antagonistas, também foram observadas por
Manoranjitham et al. (2000) e Lewis e Lumsden
(2001). A capacidade do antagonista Trichoderma spp.
de proporcionar o controle de fitopatogenos de solo
tem sido associada, principalmente, aos mecanismos
de micoparasitismo, antibiose e competicdo
(Harman, 2006). Como as mesmas concentragdes de
patégeno e potencial antagonista foram adicionadas,
simultaneamente, a uma por¢ao de substrato comercial
e foram incubadas por uma semana antes da aplicacdo
da mistura na base das plantas, a redu¢do da incidéncia
da doenga por 9% dos isolados indica que eles foram
capazes de competir com R. solani e inibir o patégeno.
A adi¢do de antagonistas ao substrato de crescimento
de plantas € uma estratégia que pode ser importante
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no controle de fitopatdogenos de solo, porque permite
a colonizacdo e o estabelecimento destes agentes antes
da sua exposi¢ao ao indculo presente no campo (Harris
& Adkins, 1999). Neste trabalho, procurou-se basear
a selegdo dos isolados em ensaios realizados in vivo,
com sementes ¢ substrato para a producdo de mudas
comumente empregados por produtores. Portanto, ¢é
possivel que seja maior a probabilidade de que estes
isolados de Trichoderma spp. selecionados tenham um
bom desempenho no controle de R. solani quando as
mudas forem levadas ao campo.

Os tratamentos realizados com os 12 antagonistas,
para testar as concentragdes mais efetivas dos isolados
no controle do tombamento de plantulas de pepino,
foram capazes de diminuir em mais de 15% o numero
de plantas mortas pelo patégeno. Os tratamentos com
os isolados IB08, IB13, IB30 e IB52 proporcionaram o
controle do patégeno a partir da dose de 0,5% (0,25 gde
graos de arroz colonizados com cada isolado, em 50 g
de substrato), e ndo houve, nesses isolados, resposta ao
aumento das concentracdes adicionadas ao substrato.
Para os isolados de Trichoderma spp. 1B04, IB16,
1B24, 1B34, IB35, 1B44, IB55¢ IB60, houve resposta

Tabela 1. Relagdo dos 44 isolados de Trichoderma spp.
que proporcionaram redugdo no tombamento de plantas de
pepino, causado por R. solani.

Tratamento'" Plantas Tratamento Plantas
sobreviventes sobreviventes
(%) (%)
CP 15 1B43 50
IB05 20 1B46 55
IBI8 20 IB64 55
IB20 20 IB65 65
1B36 20 1B26 70
1B10 25 IB51 70
1B19 25 1B02 75
1B32 25 1B07 75
IB45 25 IB38 75
IB28 30 IB37 75
IB50 30 IB16 85
IB03 35 1B24 85
1B48 35 1B35 85
1B49 35 1B34 85
1B47 35 1B30 90
1B39 35 1B52 90
1B12 40 1BO8 95
1B21 40 IB55 95
1B17 45 1B44 100
1B41 45 1B04 100
1B42 45 IB13 100
1BO1 50 1B60 100
1B40 50 CB 100

(OCP, controle com patogeno; CB, controle sem aplicagdo de microrganismos.
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quadratica as concentragdes do antagonista (Figura 1).
O ponto de inflexdo para os isolados IB24, IB35,1B44 e

IB55 e IB60

foi a concentracdo de 3%. Para os isolados

IBLF16 e IBLF34, o ponto de inflexdo esteve em torno
de 4% e, para os isolados IB04 e IB60, em torno de
2,5%, embora na concentragdo de 2% praticamente
todos os isolados tenham proporcionado o controle
do patégeno, com mais de 75% de sobrevivéncia
das plantulas. Segundo Hjeljord & Tronsmo (2003),

a aplicagdo

Plantulas sobreviventes (%)

Plantulas sobreviventes (%) Plantulas sobreviventes (%)

Plantulas sobreviventes (%)

de altas concentragdes de propagulos
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com isolado IB24 de Trichoderma sp.

'S —
y =-9,7564x>+ 60,979x + 8,3079
R’=0,9503

0e T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 45
Concentragdo (%) de grios de arroz infestado
com isolado IB35 de Trichoderma sp.
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Concentragdo (%) de graos de arroz infestado
com isolado IB44 de Trichoderma sp.
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de Trichoderma spp. € necessaria para o controle
satisfatorio de fitopatdgenos, embora afirmem que
pode ocorrer consideravel inibi¢do da germinagdo dos
proprios conidios do antagonista (autoinibi¢ao), quando
esse género € aplicado em doses muito elevadas. Lewis
& Lumsden (2001) também observaram que o controle
do tombamento de plantulas de pepino, causado por
R. solani, variou de acordo com a dose empregada dos
antagonistas, ¢ que a maior percentagem de redugio
no tombamento de plantas de pepino foi obtida

Plantulas sobreviventes (%)

Plantulas sobreviventes (%)

Plantulas sobreviventes (%)

Plantulas sobreviventes (%)

y =-6,549x +45,708x + 10,529
R =0,9069

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 45
Concentragio (%) de gréos de arroz infestado
com isolado IB16 de Trichoderma sp.

y=-7,1518x> + 51,682x + 1,4466
R*=0,9964

0e T T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 45
Concentragao (%) de graos de arroz infestado
com isolado IB34 de Trichoderma sp.

100 .
90 - T

38 P y=—11,193)§2+64,793x+ 12,21
60 R™=10,9098
50
40
30
20
10
0e T T T T . . . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45
Concentragdo (%) de graos de arroz infestado
com isolado IB55 de Trichoderma sp.

100 * *
%0 . \
80

70 2
=- + +
60 N y =-15,175x"+ 77,669x + 14,753

2
20 R’=0,8828
40

20
10
0e T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Concentragio (%) de grios de arroz infestado
com isolado IB60 de Trichoderma sp.

Figura 1. Plantulas de pepino sobreviventes ao tombamento pds-emergéncia, em resposta a aplicacao
de concentragdes crescentes (%) de graos de arroz infestados com isolados de Trichoderma spp. ao
substrato. As aplicagdes dos isolados aos subtratos foi feita juntamente a aplicagdo de gréos de trigo
infestados com o patdgeno R.solani, na concentracdo de 1%.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.44, n.3, p.225-232, mar. 2009



230 C.M.M. Lucon et al.

com a aplicacdo de 0,5 e 1% (v:v). Fravel & Lewis
(2004) observaram a redu¢ao da sobrevivéncia e da
atividade saprofitica de R. solani, quando isolados
de T hamatum e T virens foram incorporados em
doses superiores a 1,5% (v:v). Segundo Hyakumachi
(1996), o declinio na viabilidade de R. solani encontra-
se associado as mudangas quantitativas e qualitativas
nos propagulos do patdégeno. Qualitativamente, pela
perda da patogenicidade ou da habilidade de produzir
propagulos viaveis e, quantitativamente, pela redugdo
direta dos niveis da populacdo do patdégeno, causado
por mecanismos de antibiose e parasitismo.

Outros fatores, além da concentracdio do
antagonista, podem interferir no desempenho dos
isolados, principalmente os ambientais. Segundo
Schmidt et al. (2004), esses fatores sdo importantes
para se determinar a quantidade do agente de controle
biologico a ser aplicada para o controle da doenga.
Esses pesquisadores observaram que a emergéncia
total de plantulas de beterraba ocorreu apenas quando
as condi¢des ndo eram ideais para o desenvolvimento
de espécies de Pythium.

Quanto ao efeito da aplicagdio de combinagdes
de isolados de Trichoderma spp., observou-se que
os tratamentos levaram a variacdo de 12 a 100% na
sobrevivéncia das plantas (Tabela 2). Nao houve
diferenca significativa na sobrevivéncia das plantas de
pepino ao tombamento causado por R. solani, entre os
tratamentos comaaplicacdoindividual dosisoladosIB13,
1B52, IB08 e IB30, com sobrevivéncias de 100, 100,
96 e 88% respectivamente. Entretanto, as combinagdes
desses isolados, em geral, resultaram em uma redugéo
significativa no numero de plantas sobreviventes, tais
como nos tratamentos IBO8+IB13-+IB30, IBO8+IB52,
IBO8+IB30. Os isolados IB08 ¢ 1B34, quando aplicados
separadamente, reduziram o tombamento das plantas
de pepino em 96 e 60%, respectivamente, e diferiram
significativamente do tratamento controle com o pato-
geno. Entretanto, quando combinados, proporcionaram
apenas 52% de sobrevivéncia. O mesmo ocorreu com a
combinagdo dos isolados IB08 e IB30. Outra constatagdo
foiadequeaadicaodosisolados IBO8 e IB13 acombinagéo
IB30+IB34+IB52 causou diminui¢do significativa no
nimero de plantas sobreviventes, de 100 para 84%. Na
combinagdo com os dois isolados a0 mesmo tempo essa
reducdo foi de 44%.

Para algumas das combinagdes, ndo se constatou
reducdo ou aumento significativo no numero
de plantas sobreviventes, quando comparadas a
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aplicacdo individual dos isolados, como verificado
nos tratamentos IB13+1B52, IB30+IB52, IB13+IB30
e IBO8+IB13.

Contudo, a aplicagdo do isolado IB34 e da
combinagdo IB34+IB52 teve sua eficiéncia no
controle acrescida com a aplicagdo conjunta do
isolado IB30 (combinacdo IB30+IB34+IB52).
Os resultados obtidos, portanto, indicam que a
combina¢ao de bons antagonistas pode ou ndo ser
vantajosa ao controle de fitopatégenos, ¢ cuidados
devem ser tomados para evitar a mistura de isolados
incompativeis. O mesmo foi observado por Rajan
et al. (2002), com a combinagdo de quatro isolados
de Trichoderma spp., considerados excelentes quando
aplicados individualmente, mas incapazes de controlar
a podriddo causada Phytophthora capsici, em pimenta-
preta, quando aplicados conjuntamente. Raziq &
Fox (2005) também testaram a aplicacdo combinada

Tabela 2. Efeito daaplicacdo deisolados de Trichodermaspp.,
em combinag@o ou ndo, no tombamento pds-emergéncia de
plantulas de pepino, causado por R. solani®.

Tratamento® Plantas sobreviventes (%)
CB 100a

IB13 100a

IB52 100a
IB30+IB34+IB52 100a

1B08 96ab
IB08+IB30+IB34 96ab
IB13+IB52 92abc
IB13+IB34 92abc
IB13+IB34+IB52 88abcd
IB13+IB30+IB34+IB52 84abcde
IB30 88abcd
IB30+IB52 84abcde
IBO8+IB30-+IB34+IB52 84abcde
IB13+IB30 76abcdef
IB30+IB34 72abedef
1B08+IB13 72abcdef
IB34+IB52 64bcdefg
1B34 60cdefg
IB13+IB30+IB34 60cdefg
IB08+IB13+IB30 60cdefg
IB08+IB52 56defg
1B08+IB34 S2efg
IBO8+IB13+IB30+IB34+IB52 44fgh
IB08+IB30 32ghi
IB08+IB34+IB52 32ghi
IBO8+IB13+IB30+IB34 12hi

CP 0i

CV (%) 19,6

(OTratamentos com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade, apds a transformagdo dos dados por arc sen (x/n)*.
@CB, controle sem aplicagdo de microrganismos; CP, controle com patdgeno.
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ou ndo de diferentes antagonistas no controle da
podriddo-da-raiz de morango, causada por Armillaria,
e constataram que alguns isolados de 7. harzianum
e T hamatum foram mais eficientes no controle
do patégeno, quando aplicados individualmente,
embora outros dois isolados, um de 7. harzianum e
um de T viride, tenham sido mais eficientes quando
combinados. Segundo Schmidt et al. (2004), ha
necessidade de se conhecer o perfil ambiental do
indculo misto, para se garantir um controle mais
satisfatorio da doenga, pois a combinagdo apropriada
encontra-se associada a escala de adaptagcdo de cada
participante as condi¢des quimicas, fisicas e biologicas
do ambiente.

Trés isolados foram identificados como 7. hamatum
(IBOS8, IB30, IB60), dois como 7. harzianum (1B34,
IB35), um como T atroviride (IB13), dois como
T spirale (IB16, 1B24) e um como 7. asperellum (1B44).
A identificagdo das espécies dos outros trés isolados
(IB04, IB52, IB55) nao foi possivel, em razdo da
necessidade de se complementarem as informag¢des com
o sequenciamento do marcador fef] (grande intron).

Todas as espécies identificadas sdo conhecidas e
utilizadas no controle biologico de fitopatogenos, de
acordo com dados publicados em literatura especializada,
inclusive no controle de R. solani (Cotxarreraetal., 2002;
Hermosa et al., 2004; Brunner et al., 2005; Shalini et al.,
2006). Segundo Carpenter et al. (2005), a maioria das
preparacdes utilizadas no biocontrole de fitopatdgenos
¢ feita com as espécies 1. atroviride e T. harzianum,
embora os autores reconhegam o potencial de 7. hamatum
como agente de biocontrole, mesmo sendo uma espécie
menos conhecida. Lisboa et al. (2007) observaram que,
de 36 antagonistas selecionados contra Botrytis cinerea,
24 foram classificados como 7. harzianum. Shalini et al.
(2006) observaram que, de 17 isolados antagonistas
a R. solani estudados, trés foram identificados como
T harzianum. Em estudo sobre a biodiversidade de
isolados de Trichoderma spp., no Sudeste da Asia,
entre 78 isolados identificados, 37 pertenciam a
espécie 1. harzianum, 16 a T. virens, oito a T. spirale,
trés a T koningii, trés a T aureoviride, quatro a
T asperellum, dois a Hypocrea jecorina,dois a T. viride,
um a 7. hamatum ¢ um a T. ghanense (Kubicek et al.,
2003). Em outro estudo, desenvolvido no Brasil, Lima
(2002) identificou 46 isolados de Trichoderma spp.,
provenientes de solo do cerrado, e constatou que a
espécie mais frequentemente isolada foi 7. harzianum

(34 isolados), seguida por T. asperellum (4 isolados),
T. koningii (3 isolados) e T. spirale (2 isolados).

Conclusoes

1. Dos 490 isolados de Trichoderma spp. testados,
44 sdo capazes de reduzir entre 5 e 100% os sintomas
de tombamento causado por Rhizoctonia solani, em
plantulas de pepino.

2.Em geral, concentragdes acima de 2%
proporcionam controle mais eficiente dos sintomas
causados por R. solani.

3. A maioria das combinagdes é menos eficiente que
os isolados aplicados separadamente, no controle do
tombamento.

4. Os isolados mais eficientes no controle da doenga
sdo os de I, hamatum, T. harzianum, T. atroviride,
T. spirale e de T. asperellum.
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