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RESUMO
Sbravatti Junior, J.A.; Poitevin, C.G.; Robl, D.; Santos, A.F. dos; Pimentel, I.C.; Dalzoto, P.R.; Auer, C.G. Redu¢do da severidade do mofo cinzento

em mudas de Eucalyptus benthamii tratadas com Trichoderma atroviride. Summa Phytopathologica, v.42,n.4, p.363-365, 2016.

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, ¢ responsavel por
mortalidade em mudas de Eucalyptus benthamii. O controle bioldgico é uma
alternativa, devido a falta de produtos registrados para eucalipto no Brasil. Este
estudo avaliou o fungo endofitico Trichoderma atroviride, isolado de eucalipto,
para controle de B. cinerea. O ensaio consistiu na aplicagdo de uma suspensdo
de esporos de 7. atroviride em mudas de E. benthamii, 24, 48 ou 72 horas antes

Palavras-chave: Botrytis cinerea, eucalipto, viveiro

de inocular B. cinerea. Como controle positivo utilizou-se iprodione. Mudas
inoculadas foram mantidas em casa de vegetagdo por 21 dias. A severidade
foi avaliada com auxilio de escala de sintomas de O (sem lesdes) a 4 (alta
severidade). Trichoderma atroviride reduziu significativamente a severidade
da doenca, independentemente do tempo de aplica¢ao prévio, de modo similar
ao fungicida.

ABSTRACT

Sbravatti Junior, J.A.; Poitevin, C.G.; Robl, D.; Santos, A.F. dos; Pimentel, I.C.; Dalzoto, P.R.; Auer, C.G. Reduction in gray mold severity in
Eucalyptus benthamii seedlings treated with Trichoderma atroviride. Summa Phytopathologica, v.42, n.4, p.363-365, 2016.

Gray mold, caused by Botrytis cinerea, is responsible for mortality
of Eucalyptus benthamii seedlings. Biological control is an alternative
due to the lack of products registered for eucalyptus in Brazil. This study
evaluated the endophytic fungus Trichoderma atroviride, isolated from
eucalypt, for controlling B. cinerea. The assay consisted in the application
of a spore suspension of 7. atroviride on E. benthamii seedlings at 24,
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48 or 72 h before B. cinerea inoculation. Iprodione was used as positive
control. Inoculated seedlings were maintained in a greenhouse for 21
days. Severity was evaluated based on a scale of symptoms from 0 (no
lesions) to 4 (high severity). Trichoderma atroviride significantly reduced
the disease severity, independent of the time of previous pulverization,
similarly to the fungicide.

As baixas temperaturas e geadas da regido Sul do Brasil exigem
o plantio de espécies tolerantes, como Eucalyptus benthamii Maiden
et Cambage, originaria do Sul da Australia. Por sua rusticidade, bom
crescimento e forma do fuste existe uma grande demanda por mudas
dessa espécie. Entretanto, o mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.:
Fr.) ¢ uma doenga comum em mudas de E. benthamii, causando sua
morte e prejuizos em viveiros comerciais (1). O mofo cinzento é
controlado por praticas culturais e uso de fungicidas. Segundo Bizi (3),
fungicidas sdo utilizados em viveiros florestais, somente em casos de
elevada severidade e pela falta de produtos registrados para a cultura
de eucalipto. Estes fatores tém estimulado o uso do controle bioldgico.

Os relatos de controle bioldgico de B. cinerea com fungos, no Brasil,
apontam para Clonostachys rosea (Link : Fr.) Schroers, Samuels, Seifert
and Gams em rosa (9) e fucsia (13), Trichoderma spp. e Lecanicillium
sp. em eucalipto (3) e Trichoderma harzianum Rifai e Gliocladium
viride Matr. em tomate (5).

No controle bioldgico de fitopatdgenos, os endofitos participam
pela competicdo espacial e por nutrientes, pelo parasitismo direto
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e/ou inibi¢do decorrente da producdo de metabdlitos com agdo
antibidtica (12) e podem ser empregados, sem prejuizos a planta
hospedeira. Existem varios exemplos como Acremonium kilense contra
Fusarium oxysporum em tomateiro (2) e Colletotrichum sp., contra
Gaeummanomyces graminis var. tritici (6)

Sbravatti Junior et al. (11) selecionando fungos endofiticos in vitro
obtidos de mudas sadias de E. benthamii contra B. cinerea, encontraram:
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp. Destes, somente o
género Trichoderma ¢ reconhecido pelo biocontrole de fungos (7).
Assim, este estudo avaliou o efeito de Trichoderma sp. na severidade
do mofo cinzento em mudas de E. benthamii.

Para tal estudo, um isolado de B. cinerea foi obtido de mudas
seminais doentes e o isolado endofitico Trichoderma sp. foi obtido
de mudas sadias de E. benthamii, coletadas de viveiro comercial em
Guarapuava, PR (11). Os isolados purificados foram multiplicados
em meio BDA (batata-dextrose-agar; 39 g de extrato comercial, 1000
mL agua ultrapurificada) e encontram-se preservados na Colecao de
Fungos Florestais, Embrapa Florestas, em Colombo, PR. O isolado
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endofitico ndo se mostrou patogénico em mudas de E. benthamii (10).

Os isolados foram submetidos ao sequenciamento das regides
ITS do DNA ribossomal para a identificagdo ao nivel de espécie, pela
comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank. Foi possivel
identificar o patdgeno Botrytis cinerea (= Botryotinia fuckeliana
(de Bary) Whetzel) com nimero de acesso KJ476441. No caso
de Trichoderma sp. verificou-se pertencer a espécie Trichoderma
atroviride P. Karst, com numero de acesso KC311840.

O bioensaio foi feito em casa de vegetagdo do Laboratdrio de
Patologia Florestal, Embrapa Florestas, em Colombo, PR, em 2013,
usando mudas sadias com 30 cm de altura. As mudas, procedentes do
mesmo viveiro, foram produzidas em tubetes plasticos de 55 cm? com
substrato constituido de vermiculita, turfa, casca de arroz carbonizada,
com tragos de calcario dolomitico, de gesso agricola e fertilizante de
liberagdo lenta.

Os conidios de T. atroviride foram produzidos em meio BDA.
Para a produgdo de conidios de B. cinerea, optou-se por uma técnica
alternativa em frascos com brota¢des de arvores jovens de E. benthamii
esterilizadas, relatada por Sbravatti Junior (10). Este método permite a
producdo de grande quantidade de conidios deste fungo.

O ensaio foi montado em delinecamento fatorial com quatro
tratamentos (testemunha, somente patdogeno, 7. atroviride e iprodione)
x trés tempos de aplicagdo do endofitico antes do patogeno (24, 48 ou
72 h), sendo utilizadas dez mudas por tratamento. Inicialmente, para
a testemunha aplicou-se somente agua esterilizada. No tratamento
somente patdogeno, aplicou-se uma suspensao de conidios de B. cinerea
em agua esterilizada com 3,4 x 10° conidios.mL"'. Nos tratamentos com
T. atroviride (24, 48 ou 72h) aplicou-se uma suspensdo de conidios
em 4gua esterilizada com 2,87 x 10° conidios.mL"'. A concentragio
de esporos das suspensdes foi determinada com o auxilio de camara
de Neubauer, em microscopio 6tico (400x). Todas as suspensdes de
conidios aplicadas nas mudas foram preparadas com agua esterilizada
mais Tween 20 a 0,01 %. No controle positivo, aplicou-se uma solugo
de iprodione de 2,4 mL.L™" i. a. (1) em 4gua esterilizada.

Apos a aplicagdo dos tratamentos com 7. atroviride, as mudas
dos tratamentos com endofitico e iprodione foram pulverizadas com
suspensodes de conidios de B. cinerea ajustadas nas concentragdes de
5,5x 10° € 1,0 x 10° conidios.mL™, respectivamente. Em seguida, as
mudas tratadas foram dispostas em caixas plasticas, separadas segundo
os tratamentos, em casa de vegetagdo, sob condi¢do ambiente.

A severidade das lesdes foi avaliada apos 21 dias, conforme escala
proposta por Bizi (3) para quantificar a severidade do mofo cinzento
em eucalipto: 0 = sem les@o; 1 = infeccdo leve (lesdes restritas, sem
coalescéncia); 2= infeccdo média (lesdes coalescentes na folha, sem
atingir a haste); 3= infecc@o severa (lesdes coalescentes na folha, até
atingir a haste) e 4 = infec¢@o muito severa (colonizagao da muda até
aponteira). A analise da variancia foi feita pelo programa SANEST e a
comparagdo das médias pelo teste de Duncan com 1 % de probabilidade.

Em todos os tratamentos testados ocorreu mofo cinzento (Tabela 1),
inclusive na testemunha com agua, mostrando que algumas das mudas
se apresentavam assintomaticas. A severidade foi significativamente
menor com as aplicagdes prévias de T. atroviride e de iprodione se
comparado com a severidade das mudas inoculadas somente com B.
cinerea. No geral, o efeito do endofito foi similar ao fungicida. Como
ndo houve efeito significativo do periodo de aplicacao prévia, o endofito
pode ser aplicado previamente a qualquer momento antes do patdégeno.

Considerando a severidade média dos tratamentos, percebe-se
que 7. atroviride promoveu redugdo de 83,5% do mofo cinzento
contra 87,8% com o uso de iprodione. Esta redug@o se aproxima da
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Tabela 1. Severidade média* de mofo cinzento em mudas de Eucalyptus
benthamii tratadas preventivamente com 7Trichoderma atroviride e
iprodione, incubadas em casa de vegetacdo por 21 dias. Colombo,
PR. 2013.

Tratamento Aplicagao preventiva (h)
24 48 72 Médias**
Testemunha® 1,04 b 0,95b 1,12b 1,03 b
Botrytis cinerea® 2,04 a 2,63 a 2,25a 2,30a
Trichoderma atroviride 0,31b  0,36bc  0,47b 0,38 ¢
Iprodione 0,42 b 0,07 ¢ 0,36 b 0,28 ¢
Médias 0,88 0,85 0,96

Valores dentro de colunas seguidos por letras iguais ndo apresentam diferenga
significativa pelo teste de Duncan (p > 0,01). CV (%) = 33,1. “escala de
severidade: 0 = auséncia de sintomas; 1 = infec¢ao leve; 2 = infec¢ao média; 3
= infecgdo severa; 4 = infecgdo muito severa. “apenas pulverizagdo com agua
ultrapurificada estéril. “apenas inoculacao de Botrytis cinerea

encontrada por Molina Mercader et al. (8) que estudando Clonostachys
spp. e Trichoderma spp. contra B. cinerea em mudas de E. globulus,
comprovaram redug¢do média significativa de 85% da doenga.

Este ¢ o primeiro relato de 7. atroviride endofitico para o controle
de B. cinerea em mudas de eucalipto. Etapas futuras de estudo de
biocontrole do mofo cinzento deverdo contemplar a aplicagao de 7
atroviride em viveiro comercial, analisando concentra¢do da suspensao
de conidios e frequéncia de aplicacao.
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